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RESUMO 
 
Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de processos microfluídicos 
baseados em focalização hidrodinâmica para a produção de nanopartículas de 
quitosana (CHI) de baixa massa molar através de gelificação ionotrópica com 
adenosina trifosfato (ATP), para aplicação como vetores não virais de terapia gênica. 
Para determinar a configuração de processo microfluídico, avaliaram-se as 
condições dinâmicas de mistura em quatro diferentes geometrias, que 
demonstraram que o modo de contato entre as correntes de CHI e ATP e a presença 
de obstáculos podem favorecer a neutralização de cargas do polímero e o acúmulo 
de precipitados nos microcanais. A partir disso, desenvolveu-se um sistema 
empregando uma corrente aquosa central a fim de controlar a mistura gradual entre 
as moléculas de CHI e ATP, tornando-se possível estabelecer um processo contínuo 
e homogêneo de produção de nanopartículas CHI/ATP em dispositivo de focalização 
hidrodinâmica no formato T simples. Para esse sistema, investigou-se a influência de 
diferentes relações mássicas CHI/ATP (RCHI/ATP) na produção de nanopartículas 
CHI/ATP, resultando em nanopartículas, para RCHI/ATP de 1,7, de 181 nm de 
diâmetro, 0,28 de índice de polidispersidade (PDI) e 44 mV de potencial zeta. Em 
seguida, avaliou-se a complexação dessas nanopartículas com DNA plasmidial 
(DNAp) para as proporções de 36, 72 e 144% de DNAp (DNA/CHI, m/m). Ensaios de 
eletroforese em gel de agarose evidenciaram uma elevada eficiência de 
incorporação de DNAp nas nanopartículas de CHI/ATP, porém, experimentos 
preliminares de transfecção in vitro em células HEK 293ª apontaram uma baixa 
eficiência de transfecção para os poliplexos DNAp(36%)-CHI/ATP após 24 e 72h. 
Assim, este estudo contribuiu para o desenvolvimento de processos microfluídicos 
na área da nanobiotecnologia, representando uma alternativa promissora, tanto pela 
potencialidade tecnológica quanto biológica, para a produção de nanopartículas de 
quitosana, em especial para aplicação em terapia gênica. 
 
Palavras chaves: Quitosana; Microfluídica; Nanopartículas; Terapia Gênica. 
  
ABSTRACT 
 
This research aimed at the development of microfluidic platforms based on 
hydrodynamic focusing for the production of nanoparticles composed by low 
molecular weight chitosan (CHI) and adenosine triphosphate (ATP), through 
ionotropic gelation, as non-viral vectors for gene therapy applications. To determinate 
the microfluidic process configuration, the mixture dynamic conditions were evaluated 
in four different designs, that demonstrated that the mode of contact between CHI 
and ATP’s streams, as well as the presence of obstacles, may favor the polymer 
charge neutralization and the accumulation of precipitates within the microchannels. 
From this find, a system applying a central aqueous stream was developed in order 
to control the gradual mixture among CHI and ATP molecules, becoming possible to 
stablish a continuous and homogeneous production process of CHI/ATP 
nanoparticles in a simple hydrodynamic flow focusing microfluidic device. For this 
system, the influence of different CHI/ATP mass ratios (RCHI/ATP) on the production of 
CHI/ATP nanoparticles was investigated, which resulted in nanoparticles, for RCHI/ATP 
of 1,7, with mean size of 181 nm, polydispersity index (PDI) of 0,28 and +44 mV of 
zeta potential. Furthermore, these nanoparticles complexation with plasmid DNA 
(pDNA) was evaluated for 36, 72 and 144% of DNA (DNA/CHI w/w). Agarose gel 
electrophoresis assays revealed an elevated DNA entrapment efficiency for the 
CHI/ATP nanoparticles, however, preliminary in vitro transfection experiments in HEK 
293A cells indicated a low transfection efficiency of the pDNA(36%)-CHI/ATP 
polyplexes after 24 and 72h. In view of this, this work contributes to the development 
of microfluidic processes in the nanobiotechnology field, that represent a promising 
alternative, due to its technological and biological potentiality, for the production of 
chitosan nanoparticles applicable for gene therapy research. 
 
Keywords: Chitosan; Microfluidics; Nanoparticles; Gene Therapy. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
A técnica de terapia gênica vem sendo muito explorada visando ao tratamento 
e à prevenção de doenças. Ela se refere, basicamente, à transmissão de material 
genético para células e órgãos-alvo com uma consequente expressão gênica 
terapêutica de interesse (GUANG LIU; DE YAO, 2002). Porém, o sucesso dessa 
técnica é limitado pela dificuldade de transfecção celular, ou seja, de entrega do 
gene de interesse no interior das células-alvo (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013; 
SIPOLI et al., 2015a). Um importante fator limitante para essa aplicação é a 
susceptibilidade dos ácidos nucleicos livres à digestão enzimática por nucleases no 
organismo do paciente (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013; SPAIN et al., 2011). 
Assim, tornou-se necessário o desenvolvimento de sistemas de liberação de 
ácidos nucleicos com capacidade de proteção do DNA e elevada eficiência de 
transfecção (JEONG; KIM; PARK, 2007). Os sistemas não virais têm sido 
amplamente estudados e empregados em terapia gênica, por apresentarem 
vantagens como alta estabilidade, grande disponibilidade de materiais e baixo custo 
(SPAIN et al., 2011). Dentre esses sistemas, pode-se destacar a aplicação de 
nanopartículas obtidas de polímeros catiônicos, pois estes polímeros apresentam a 
capacidade de interagir eletrostaticamente com os ácidos nucleicos, formando 
nanopartículas eficientes na aplicação como vetores não virais de 
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liberação gênica (CARRILLO et al., 2014; DASH et al., 2011). 
A quitosana é um biopolímero catiônico com vasta aplicabilidade biológica 
que apresenta, entre outras características importantes, uma excelente 
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (DASH et al., 2011). 
Consequentemente, a quitosana tem sido extensivamente estudada quanto ao 
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados para liberação de fármacos e ácidos 
nucleicos com aplicações terapêuticas (CARRILLO et al., 2014; SPAIN et al., 2011). 
Nanopartículas formadas por quitosana de baixa massa molar têm apresentado 
grande potencial para essas aplicações, por apresentar melhor solubilidade, 
biocompatibilidade e menor toxicidade quando comparadas às de alta massa molar 
(FAN et al., 2012; YANG et al., 2009). 
A produção de nanopartículas de quitosana pode ser realizada por diferentes 
métodos, sendo a gelificação ionotrópica um dos mais aplicados (CARRILLO et al., 
2014). Esta técnica envolve a reticulação iônica do polímero através de interação 
eletrostática com polieletrólitos de íons de carga oposta, como os poliânions 
tripolifosfato de sódio (TPP) e adenosina trifosfato (ATP), empregados como agentes 
de reticulação da quitosana (DASH et al., 2011; GIACALONE; FATTAL; 
HILLAIREAU, 2013; MAJEDI et al., 2013). 
Quando comparada às técnicas convencionais, a utilização de dispositivos 
microfluídicos para a síntese de partículas possibilita avanços tecnológicos no 
emprego de métodos novos e aperfeiçoados para sua produção (BJÖRNMALM; 
YAN; CARUSO, 2014). A microfluídica é um campo multidisciplinar que utiliza 
dispositivos que operam na escala micrométrica e processam pequenas quantidades 
de fluidos, realizando a operação em regime contínuo e escoamento em regime 
laminar (WHITESIDES, 2006). Os processos microfluídicos possuem a vantagem de 
gerar nanopartículas de propriedades físico-químicas de forma reprodutível, como 
tamanho, índice de polidispersidade e potencial zeta (KHAN et al., 2013; ZHAO et 
al., 2011).  
Neste contexto, esta pesquisa visa ao desenvolvimento de processos 
microfluídicos no âmbito da nanobiotecnologia relacionados à produção de 
nanopartículas de quitosana para aplicação na área da terapia gênica em sistemas 
de liberação de ácidos nucleicos. 
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1.1 OBJETIVOS 
 
 
1.1.1 Objetivos Gerais 
 
 
Este estudo tem como objetivo contribuir para o desenvolvimento de 
processos microfluídicos para produção de vetores não virais baseados em 
quitosana de baixa massa molar, visando ao emprego destes na área de liberação 
gênica (gene delivery), mais especificamente para terapia gênica. Para alcançar este 
objetivo, nanopartículas de quitosana foram formadas a partir do processo de 
gelificação ionotrópica com o agente reticulante ATP em dispositivos microfluídicos, 
para posteriormente serem estudadas quanto à inserção de ácidos nucleicos e 
aplicação como sistemas de liberação.  
 
 
1.1.2 Objetivos Específicos 
 
 
A pesquisa foi estruturada nas seguintes metas: 
 
 Avaliação da dinâmica de mistura no processo microfluídico de produção 
de nanopartículas de quitosana: investigação da melhor configuração de processo e 
comparação entre diferentes geometrias de dispositivos microfluídicos; 
 Desenvolvimento do processo de produção de nanopartículas de 
quitosana (CHI) de baixa massa molar a partir da reticulação iônica com o agente 
reticulante adenosina trifosfato (ATP): avaliação de parâmetros de processo e 
comparação com o processo convencional (“bulk”), investigando a influência da 
concentração e da relação mássica entre polímero e agente reticulante para escolha 
das melhores condições de produção em termos de características físico-químicas 
das nanopartículas formadas; 
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 Incorporação de ácidos nucleicos nas nanopartículas de quitosana 
formadas em processo microfluídico e avaliação biológica em termos de eficiência 
de transfecção em células animais: avaliação da relação mássica entre quitosana e 
DNA nas propriedades físico-químicas finais e avaliação da transfecção in vitro em 
células embrionárias de rim humano (HEK 293A). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
 
2.1 TERAPIA GÊNICA 
 
 
A terapia gênica é uma área promissora para a correção de defeitos genéticos 
e tratamento de doenças, desde doenças genéticas, cardiovasculares, infecciosas, 
como a tuberculose, até diferentes variedades de câncer (AMIJI, 2004; JEONG; KIM; 
PARK, 2007; MANSOURI et al., 2004). Esta técnica envolve a transferência 
intracelular de ácidos nucleicos (DNA e RNA), sendo o DNA plasmidial (DNAp) o 
mais investigado, de forma a modular as funções celulares através de expressão ou 
supressão da biossíntese de certas proteínas (CARRILLO et al., 2014; RAFTERY; 
O’BRIEN; CRYAN, 2013; SPAIN et al., 2011). 
No entanto, a introdução do material genético no interior das células-alvo, 
processo denominado transfecção, pode ser afetado por diversos fatores, como não-
especificidade das células-alvo, dificuldade de transporte através da membrana 
celular, susceptibilidade à digestão enzimática por nucleases e endolisossomos e 
tráfico intracelular do material genético até o núcleo da célula (AGNIHOTRI; 
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; MANSOURI et al., 2004). 
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Torna-se necessário, portanto, o emprego de vetores apropriados e eficientes 
no transporte e proteção do material genético, na transfecção celular e na liberação 
subsequente do material genético no interior da célula (CARRILLO et al., 2014; DE 
LA TORRE et al., 2014; JEONG; KIM; PARK, 2007). 
Os vetores empregados em terapia gênica podem ser classificados como 
virais e não virais (ZHANG et al., 2009). Os vetores virais consistem em vírus 
modificados que mantêm a capacidade de infectar células, mas não de se replicar 
(CARRILLO et al., 2014). Eles são os agentes de transfecção mais eficientes em 
terapia gênica, devido à utilização dos mecanismos virais de inserção celular, de 
liberação de ácidos nucleicos e de transporte nuclear (SPAIN et al., 2011; ZHANG et 
al., 2009). Porém, a utilização de vetores virais apresenta limitações como alto custo 
de produção, tamanho do material genético a ser carreado, falta de versatilidade e 
preocupações com segurança quanto à imunogenicidade, toxicidade e 
mutagenicidade (JEONG; KIM; PARK, 2007; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013; 
SPAIN et al., 2011; ZHANG et al., 2009). 
Os vetores não virais são derivados de materiais como peptídeos, lipídios e 
polímeros naturais e sintéticos, e podem ser empregados em diversos formatos, 
como emulsões, vesículas, micelas, lipossomas, micro e nanopartículas, micro e 
nanoesferas, e complexos polieletrolíticos (SPAIN et al., 2011). Eles são mais 
vantajosos que os vetores virais devido à grande versatilidade de materiais, maior 
estabilidade, facilidade de modificação, baixa toxicidade, menor imunogenicidade e 
baixo custo (CARRILLO et al., 2014; SPAIN et al., 2011). Porém, quando comparado 
aos virais, sua grande desvantagem é a baixa eficiência de transfecção (DASH et al., 
2011; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013; SPAIN et al., 2011). 
As nanopartículas são amplamente empregadas em terapia gênica. Dentre 
elas, destacam-se as nanopartículas poliméricas, as quais, além de fornecer uma 
capacidade elevada de carreamento de material genético, apresentam elevado grau 
de diversidade molecular que permite modificações extensivas para ultrapassar 
barreiras intra e extracelulares da terapia gênica (JEONG; KIM; PARK, 2007; 
RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). 
Nanopartículas poliméricas catiônicas podem agir como vetores na terapia 
gênica a partir da formação de complexos com os ácidos nucleicos, denominados 
poliplexos (SPAIN et al., 2011). Essa associação se baseia na interação eletrostática 
2. Revisão Bibliográfica 
 
26 
 
entre os grupos carregados positivamente dos polímeros catiônicos e os ácidos 
nucleicos, carregados negativamente, levando à neutralização de cargas e à 
compactação do material genético. Logo, cria-se uma estrutura com os ácidos 
nucleicos condensados que serve como barreira protetora contra nucleases e 
macrófagos, reduzindo sua degradação no organismo (CARRILLO et al., 2014; 
JEONG; KIM; PARK, 2007; SPAIN et al., 2011). 
Muitos polímeros catiônicos vêm sendo estudados quanto à aplicação em 
terapia gênica, como a polilisina (PLL), a polietilenoimina (PEI), o polietilenoglicol 
(PEG) e a quitosana (CHI). Segundo Raftery, O’Brien e Cryan (2013), a PLL é um 
polipeptídeo biodegradável, capaz de condensar DNAp em nanopartículas 
positivamente carregadas, porém, após 30 anos sendo amplamente estudada e 
utilizada, tem se mostrado tóxica para as células, reduzindo sua aplicação em 
terapia gênica. A PEI, um polímero catiônico sintético, é considerada um dos vetores 
poliméricos mais eficientes, pois possui uma alta densidade de grupos amina 
capazes de absorver prótons à medida que o pH diminui, conferindo às 
nanopartículas uma capacidade de tamponamento e levando a uma maior eficiência 
de transfecção (JEONG; KIM; PARK, 2007). O PEG é um polímero hidrofílico 
bastante empregado na conjugação com quitosana (AMIDI et al., 2010; RAGELLE et 
al., 2014) e outras nanopartículas (COELHO et al., 2015; LI et al., 2015), com o 
objetivo de aumentar a estabilidade, solubilidade e biocompatibilidade das partículas 
formadas (AMIDI et al., 2010; MALHOTRA et al., 2011).  
A quitosana tem despertado interesse na área da terapia gênica por ser um 
biopolímero com características biológicas que se destacam, como 
biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixa imunogenicidade (DASH et al., 2011; 
ZHANG et al., 2009). Além disso, a quitosana não ocasiona rejeição ou reações 
alérgicas a tecidos vivos, sendo caracterizada como um polímero com excelente 
biocompatibilidade (JAIN; JAIN, 2010). 
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2.2 QUITINA E QUITOSANA 
 
 
A quitina é um polissacarídeo natural, encontrado no exoesqueleto de 
crustáceos e insetos e na parede celular de alguns fungos, e é considerado, após a 
celulose, o segundo polissacarídeo mais abundante na natureza (ANITHA et al., 
2014; DASH et al., 2011; SHUKLA et al., 2013). 
Este polímero é composto por resíduos de grupamentos N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina distribuídos aleatoriamente em ligações 
glicosídicas (β1→4) (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009), como apresentado na Figura 
1. Devido à baixa quantidade de resíduos D-glicosamina presentes, a quitina possui 
baixa solubilidade em água e solventes orgânicos. Desta maneira, modificações 
químicas em seu grau de acetilação são necessárias para a obtenção de derivados 
com maior aplicabilidade científica (ANITHA et al., 2014; BUGNICOURT; 
ALCOUFFE; LADAVIÈRE, 2014; DASH et al., 2011). 
A quitosana (CHI) é um polímero catiônico linear obtido da desacetilação 
alcalina parcial de quitina ou através de hidrólise enzimática na presença de quitina 
desacetilase (DASH et al., 2011; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013; SHUKLA et 
al., 2013). A quitosana, como apresentada na Figura 1, é caracterizada pela maior 
quantidade de unidades de D-glicosamina em sua estrutura, ou seja, um grau de 
desacetilação acima de 60% (ANITHA et al., 2014). Além disso, é considerada um 
polímero sensível ao pH, visto que seus grupamentos amina possuem um valor de 
pKa de aproximadamente 6,5 e, em meio ácido, estes estão protonados, 
determinando à quitosana a solubilidade em soluções aquosas ácidas e em ácidos 
orgânicos, como ácido acético e ácido cítrico (ANITHA et al., 2014; MAO; SUN; 
KISSEL, 2010; SHUKLA et al., 2013; YI et al., 2005). Em pH neutro ou alcalino, a 
quitosana tende a ter menor influência de repulsões eletrostáticas, permitindo ainda 
a formação de associações interpoliméricas, resultando em fibras, filmes ou 
hidrogéis (YI et al., 2005). 
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Figura 1 – Estrutura química da Quitina e da Quitosana: Composição diferenciada em termos das 
unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina. 
Fonte: Adaptado de Anitha et al., 2014. 
 
Os grupos amina primários da molécula de quitosana apresentam facilidade 
em derivatização, pois fornecem diferentes possibilidades de ligações com cadeias 
laterais das mais variadas a fim de modificar quimicamente o polímero e atribuir 
características de interesse (AGARWAL et al., 2015; AMIDI et al., 2010; MAJEDI et 
al., 2013; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). Pode-se aumentar a hidrofobicidade da 
quitosana pela introdução de cadeias laterais como alquila, poliéster, ácidos graxos 
e colesterol, e de modo contrário, seu caráter hidrofílico aumenta pela introdução de 
grupamentos glicol e óxido de etileno (YANG et al., 2014). Majedi et al. (2013), por 
exemplo, descrevem a modificação química da quitosana através da ligação com 
cadeias de éster de N-hidroxisuccinimida de ácido palmítico, resultando em uma 
quitosana hidrofobicamente modificada. 
Assim, por ser derivada de uma fonte renovável abundante, possuir diversas 
características vantajosas e ainda possibilitar sua fácil manipulação para atender a 
diferentes objetivos, a quitosana se torna uma candidata versátil para aplicações em 
biotecnologia e nas mais diferentes áreas (AGARWAL et al., 2015; SHUKLA et al., 
2013; YI et al., 2005). Dentre elas, as aplicações da quitosana incluem: indústria de 
alimentos (HAM-PICHAVANT et al., 2005), tratamento de água (NORTHCOTT et al., 
2005), agricultura (CHUNG et al., 2003), cosméticos (RINAUDO, 2006), veiculação 
de fármacos (AMIDI et al., 2010), etc.  
Diversas propriedades biológicas e físico-químicas da quitosana são 
destacáveis, como a biodegradabilidade, biocompatibilidade, biorenovabilidade, 
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baixa toxicidade e mucoadesividade (ANITHA et al., 2014; BUGNICOURT; 
ALCOUFFE; LADAVIÈRE, 2014; DASH et al., 2011; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 
2013; SHUKLA et al., 2013; SIPOLI et al., 2015a). Desta maneira, diferentes tipos de 
estruturas a partir de quitosana têm sido produzidas e estudadas, tais como: 
hidrogéis, filmes, fibras, membranas, micro e nanopartículas, entre outros (ANITHA 
et al., 2014; BUGNICOURT; ALCOUFFE; LADAVIÈRE, 2014; SHUKLA et al., 2013). 
Sua excelente mucoadesividade é importante por aumentar a capacidade da 
quitosana em penetrar por entre as células epiteliais, viabilizando o desenvolvimento 
de diversos sistemas coloidais de liberação controlada de fármacos, peptídeos, 
proteínas, vacinas e DNA (AMIDI et al., 2010; DASH et al., 2011). 
A quitosana oferece diversas vantagens para sua aplicação em sistemas 
nanoparticulados, incluindo o fato de não ser necessário o emprego de solventes 
orgânicos perigosos na fabricação de partículas e a capacidade de realizar a 
liberação controlada de agentes bioativos (BUGNICOURT; ALCOUFFE; 
LADAVIÈRE, 2014). Além de sua excelente biocompatibilidade, a quitosana pode 
ser rapidamente digerida no ambiente fisiológico, pela ação de lisozimas e quitinases 
que podem ser encontradas no sangue ou no intestino humano (MAO; SUN; 
KISSEL, 2010). Deste modo, além de aplicações diversas como vetores de proteínas 
e agentes anticancerígenos (CARRILLO et al., 2014), as nanopartículas de 
quitosana apresentam grande potencial em sistemas de liberação controlada de 
fármacos e em terapia gênica (AGARWAL et al., 2015; DASH et al., 2011). 
 
 
2.2.1 Nanopartículas de Quitosana 
 
 
O potencial da quitosana como um sistema de veiculação em terapia gênica é 
atribuído a seu caráter catiônico, o que torna possível a interação eletrostática do 
polímero com os ácidos nucleicos negativamente carregados, levando à formação 
espontânea de poliplexos (MAO; SUN; KISSEL, 2010). O interesse no 
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados de quitosana, quando comparado ao 
polímero em sua forma nativa, é motivado ainda pelo fato de possibilitar a formação 
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de um polímero menor, mais compacto e menos imunogênico, ampliando sua 
aplicabilidade científica (AGARWAL et al., 2015). 
Nanopartículas de quitosana podem ser obtidas a partir de vários métodos de 
produção, que se baseiam em diferentes tipos de ligações e disposições da cadeia 
polimérica (CARRILLO et al., 2014). Dentre os principais métodos de produção, 
constam emulsão, micelas reversas, spray drying, coacervação/precipitação e 
gelificação ionotrópica (AGARWAL et al., 2015; BUGNICOURT; ALCOUFFE; 
LADAVIÈRE, 2014). 
O método de produção baseado em emulsão consiste no preparo de uma 
emulsão A/O, da solução aquosa de polímero na fase oleosa, contendo surfactante. 
Em seguida, a reticulação das gotas é realizada a partir da introdução de um agente 
de reticulação apropriado, levando à formação de microesferas que são filtradas, 
lavadas abundantemente com solvente e, por fim, secas (DASH et al., 2011). 
No método de micelas reversas, um surfactante lipofílico é dissolvido em 
solvente orgânico para formar gotas de micelas reversas com núcleo aquoso 
(AGARWAL et al., 2015). Subsequentemente, são adicionadas às micelas as 
soluções de polímero, fármaco e agente reticulante para preparar nanopartículas 
poliméricas com uma estreita distribuição de tamanho, entre 1 e 10 nm, e elevada 
monodispersidade (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). 
O spray drying é um método de produção de nanopartículas que se baseia na 
atomização de uma solução de alimentação de polímero e fármaco, desencadeando 
a formação de pequenas gotículas, em uma corrente de ar aquecido, o que leva à 
evaporação instantânea do solvente e à formação de partículas livres e secas 
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). 
A coacervação é um processo no qual uma solução de macromoléculas 
carregadas sofre separação de fases, dando origem a uma fase densa rica em 
polímeros coexistindo com o sobrenadante (KALOTI; BOHIDAR, 2010). O método de 
coacervação/precipitação para produção de nanopartículas de quitosana pode ser 
dividido em coacervação simples e complexa (AGARWAL et al., 2015; AGNIHOTRI; 
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). A coacervação simples envolve a agregação 
de moléculas parcialmente dissolvidas em solução alcalina seguida de precipitação 
com agentes como sulfato de sódio e acetona, resultando na formação de 
micropartículas (AGARWAL et al., 2015). A coacervação complexa consiste na 
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interação eletrostática entre macromoléculas ou polieletrólitos de cargas opostas, 
produzindo, por exemplo, nanopartículas de quitosana-DNA (MAO; SUN; KISSEL, 
2010) e quitosana-ácido hialurônico (LUO; WANG, 2014). 
A gelificação ionotrópica é um dos métodos mais aplicados para a obtenção 
de nanopartículas e é bastante estudado principalmente com o tripolifosfato de sódio 
(TPP) (AGARWAL et al., 2015; CARRILLO et al., 2014). A gelificação ionotrópica é 
um processo simples e brando baseado na reticulação iônica de grupos do polímero 
com íons opostos (DASH et al., 2011). Esse método, quando aplicado para a 
quitosana, envolve o uso de agentes de reticulação de caráter aniônico, como TPP e 
adenosina trifosfato (ATP) (Figura 2), capazes de realizar a reticulação física 
reversível por interação eletrostática com os grupos catiônicos da quitosana (DASH 
et al., 2011; KANG et al., 2012). 
 
 
Figura 2 – Estruturas químicas dos agentes de reticulação (a) Tripolifosfato de Sódio (TPP) e (b) 
Adenosina Trifosfato (ATP), utilizados no método de gelificação ionotrópica de quitosana. 
Fonte: Adaptado de Kaloti e Bohidar (2010). 
 
Nesse método, quitosana é dissolvida em solução aquosa ácida e é misturada 
à solução de reticulante, levando à complexação entre as espécies de cargas 
opostas e a formação de micro/nanopartículas esféricas de quitosana carregadas 
positivamente (DASH et al., 2011; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Além da 
formação espontânea das partículas poliméricas, outra vantagem desse método é 
que a reação ocorre em meio aquoso, evitando o emprego de solventes orgânicos 
(BUGNICOURT; ALCOUFFE; LADAVIÈRE, 2014). 
Recentemente, nosso grupo de pesquisa (SIPOLI et al., 2015a, 2015b) 
demonstrou a formação de partículas CHI/TPP em escala nanométrica através do 
método de gelificação ionotrópica em regime batelada (“bulk”), investigando o efeito 
do pH (SIPOLI et al., 2015a) e da temperatura (SIPOLI et al., 2015b) na produção de 
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nanopartículas de quitosana. Nestes trabalhos, também foi avaliada a complexação 
de nanopartículas CHI/TPP com DNA plasmidial (DNAp) e a transfecção dos 
poliplexos formados, contribuindo para a potencial aplicação das nanopartículas de 
quitosana em sistemas de liberação gênica. 
 
 
2.2.1.1 Nanopartículas de Quitosana e Adenosina trifosfato (ATP) 
 
 
O ATP é conhecido por ser o principal transportador de energia química das 
células, através da transferência de seu grupo fosfato terminal para uma variedade 
de moléculas receptoras, desempenhando um papel importante nas reações 
biológicas intracelulares dos seres vivos (ELTZSCHIG; SITKOVSKY; ROBSON, 
2012; NELSON; COX, 2002; WANG et al., 2010). Esse nucleotídeo é produzido 
durante os processos de fotossíntese e respiração celular e está envolvido em 
diversos processos fisiológicos celulares, tais como reações biossintéticas, 
respostas do sistema imune, neurotransmissão, proliferação, diferenciação e morte 
celular (LEE et al., 2006; MELLO et al., 2014; ZINELLU et al., 2010).  
O ATP é uma molécula que, em ambiente aquoso, tende a sofrer hidrólise 
para adenosina difosfato (ADP) ou adenosina monofosfato (AMP), a partir da 
liberação de fosfato inorgânico (Pi). Como demonstrado pelo valor negativo da 
variação de energia livre de Gibbs (ΔG) do sistema, as reações de hidrólise do ATP 
são espontâneas e ocorrem de modo a resultar em um estado termodinâmico de 
menor energia livre (NELSON; COX, 2002). 
 
𝐴𝑇𝑃 + 𝐻2𝑂 → 𝐴𝐷𝑃 +  𝑃𝑖           ∆𝐺 =  −30,5
𝑘𝐽
𝑚𝑜𝑙
 
𝐴𝑇𝑃 + 𝐻2𝑂 → 𝐴𝑀𝑃 +  𝑃𝑃𝑖           ∆𝐺 =  −45,6
𝑘𝐽
𝑚𝑜𝑙
 
 
Através de um equilíbrio adequado entre os níveis intracelulares de ATP, ADP 
e AMP, o balanço entre a produção e o consumo de energia desempenha um papel 
fundamental para a manutenção da homeostase celular (ZINELLU et al., 2008, 
2010). Porém, fatores como estresse metabólico e condições patológicas, como 
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inflamação, hipóxia ou isquemia, podem alterar a carga energética intracelular e 
resultar na liberação de ATP ao meio extracelular (ELTZSCHIG; SITKOVSKY; 
ROBSON, 2012; SEELAND et al., 2015; ZINELLU et al., 2010). Esse fenômeno tem 
motivado o desenvolvimento de técnicas para entrega intracelular de ATP às células, 
como a partir da produção de nanopartículas CHI/ATP (DU et al., 2010; 
GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 2013; GIACALONE et al., 2014; ZHU et al., 
2013). No entanto, estudos descritos na literatura empregando nanopartículas 
CHI/ATP para outras aplicações ainda são escassos, abordando aplicações, por 
exemplo, para células combustíveis (MAJEDI et al., 2012). 
Em pH fisiológico, o ATP apresenta um grupo adenina hidrofóbico e quatro 
cargas negativas referentes à presença do grupo trifosfato, responsável por sua alta 
hidrofilicidade (GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 2013; WANG et al., 2010). 
Apesar de o agente reticulante mais comumente aplicado para formação de 
nanopartículas de quitosana ser o tripolifosfato de sódio (TPP) (MAJEDI et al., 2012), 
as moléculas de ATP, devido ao seu caráter polianiônico, também são capazes de 
interagir eletrostaticamente com os grupos positivamente carregados da quitosana e 
formar nanopartículas através do método de gelificação ionotrópica (GIACALONE; 
FATTAL; HILLAIREAU, 2013; MAJEDI et al., 2012). 
A partir da variação da razão mássica entre ATP e CHI, parte da quitosana 
pode permanecer associada ao ATP, enquanto a outra parte continuaria catiônica e 
hidrofílica (KANG et al., 2012), levando à formação de nanopartículas positivamente 
carregadas, como representado na Figura 3. 
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Figura 3 – Representação esquemática da formação de nanopartículas CHI/ATP a partir de interação 
eletrostática. 
Fonte: Adaptado de Kang et al., 2012.  
 
 
2.2.2 Formação e Transfecção de Poliplexos CHI-DNA 
 
 
A formação de poliplexos CHI-DNA é baseada na fácil complexação entre as 
cargas positivas dos grupos amina das moléculas de quitosana com os grupos 
fosfato presentes na estrutura do DNA, carregados negativamente, obtendo-se 
partículas na faixa nanométrica com a propriedade de proteção do DNA contra 
nucleases (CARRILLO et al., 2014). 
Diversos fatores podem influenciar no tamanho, estabilidade e eficiência dos 
poliplexos de CHI-DNA, como massa molar, grau de desacetilação da quitosana, 
relação N/P entre nitrogênio (CHI) e fosfato (DNA), pH do meio e concentração de 
ácido nucleico (MAO; SUN; KISSEL, 2010; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). No 
âmbito da terapia gênica, o tamanho dos poliplexos é importante, pois afeta 
diretamente seu tempo de circulação sanguínea e sua biodisponibilidade no 
organismo (GUANG LIU; DE YAO, 2002). Complexos CHI-DNA de menor tamanho 
apresentam maior facilidade de entrada na célula através do processo de endocitose 
e/ou pinocitose, logo, estes complexos possuem uma maior taxa de transfecção 
celular (MANSOURI et al., 2004). 
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A massa molar da quitosana tem uma grande influência no tamanho do 
poliplexos, na estabilidade do complexo CHI-DNA, na eficiência de transfecção e 
dissociação do material genético do poliplexo (MAO; SUN; KISSEL, 2010). Em 
elevadas massas molares, apesar de promover maior estabilidade e maior proteção 
contra degradação, a quitosana é menos solúvel e mais propensa à agregação, 
resultando em maiores poliplexos com elevados graus de polidispersidade 
(RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Além disso, a estabilidade promovida pela 
quitosana de alta massa molar pode restringir e dificultar a dissociação do poliplexo 
e a liberação do DNA no interior da célula, resultando em uma expressão tardia 
(MAO; SUN; KISSEL, 2010). A utilização de menores massas molares tem 
demonstrado diminuição no tamanho do poliplexo resultante, porém, se a massa 
molar da quitosana for inferior a 20 kDa, o diâmetro do poliplexos tende a aumentar 
(HUANG et al., 2005). Além disso, quitosanas de baixa massa molar têm 
apresentado maior solubilidade, biocompatibilidade, bioatividade, biodegradabilidade 
e menor toxicidade, quando comparadas às de alta massa molar (FAN et al., 2012). 
A diminuição do grau de desacetilação da quitosana também resulta em 
poliplexos de maior tamanho (HUANG et al., 2005). Segundo Huang et al. (2005), o 
grau de proteção do DNA e a eficiência de transfecção celular dos poliplexos são 
mais elevados para nanopartículas preparadas com quitosana de alta massa molar e 
maior grau de desacetilação. Porém, para quitosanas de baixa massa molar e 
reduzido grau de desacetilação, a baixa densidade de grupos amina pode levar a 
uma associação mais fraca entre o DNA e a quitosana, contribuindo para a formação 
de poliplexos menos estáveis, mas que apresentam uma dissociação mais rápida do 
DNA, e consequentemente a uma expressão gênica maior e mais rápida (DASH et 
al., 2011; HUANG et al., 2005). 
A relação N/P se refere à razão entre o nitrogênio positivamente carregado da 
quitosana e o fosfato negativamente carregado do ácido nucleico. Essa relação de 
quitosana/ácido nucleico influencia na capacidade de condensação do ácido 
nucleico, gerando poliplexos de maior diâmetro. Um aumento da razão N/P pode 
aumentar a estabilidade do complexo, além de elevar a carga superficial positiva do 
poliplexo e facilitar sua transfecção (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Porém, é 
importante observar que, apesar de propiciar a proteção e empacotamento do 
material genético, uma elevada carga eletrostática pode levar a dificuldades de 
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liberação do DNA quando os poliplexos alcançarem a célula-alvo. É importante que 
parâmetros de formulação dos poliplexos sejam ajustados para que se alcance um 
bom equilíbrio da razão N/P (MAO; SUN; KISSEL, 2010). 
A incorporação celular dos poliplexos é fortemente relacionada ao potencial 
zeta das nanopartículas, pois a densidade de carga superficial positiva da quitosana 
é importante para favorecer a entrada dos poliplexos na célula (HUANG et al., 2005). 
Essa incorporação é facilitada devido ao caráter negativo da membrana celular, o 
que permite mais facilmente a ligação das nanopartículas positivamente carregadas 
à membrana das células-alvo (GUANG LIU; DE YAO, 2002). 
Dessa forma, o pH do meio de transfecção também influencia na eficiência de 
transfecção de poliplexos, pois a densidade de carga superficial da quitosana é 
dependente do pH. Em valores baixos de pH, a capacidade de ligação do DNA à 
quitosana aumenta, devido aos grupamentos amina protonados da quitosana que 
facilitam a interação eletrostática e a complexação entre a quitosana e o DNA, 
gerando complexos pequenos, estáveis e positivamente carregados (MAO; SUN; 
KISSEL, 2010). Além disso, a eficiência de transfecção tende a ser menor em pH 
fisiológico, provavelmente devido à reduzida estabilidade do poliplexo, levando à 
agregação, neutralização e mudança na carga superficial, diminuindo a interação do 
poliplexo com a célula (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Segundo Mao, Sun e 
Kissel (2010), o pH ótimo para se estabelecer um bom balanço entre a associação e 
dissociação do DNA é levemente abaixo de pH 7. 
A concentração do DNA plasmidial (DNAp) a ser incorporado à nanopartícula 
é um fator importante na eficiência de transfecção. Segundo Mao, Sun e Kissel 
(2010), a eficiência de transfecção tende a aumentar com o aumento da 
concentração de plasmídeo até certo ponto, a partir do qual, a transfecção se 
mantém constante ou diminui. Baixas doses levam à formação de complexos 
positivamente carregados, que podem ser muito estáveis e reduzir a eficiência de 
transfecção (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Porém, altas concentrações de 
DNAp podem levar à formação de complexos maiores (MACLAUGHLIN et al., 1998) 
e com carga superficial neutra, dificultando a incorporação pela célula (RAFTERY; 
O’BRIEN; CRYAN, 2013).  
Além disso, a alta estabilidade dos poliplexos CHI-DNA pode prejudicar a 
liberação intracelular de DNAp e, assim, diminuir a eficiência de transfecção celular 
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(KÖPING-HÖGGÅRD et al., 2004; RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). Nesse 
âmbito, a incorporação em nanopartículas de CHI/TPP pode ser uma estratégia para 
melhorar a liberação intracelular de DNA. Sipoli et al. (2015b) relatam que em baixas 
concentrações de DNA (relação mássica de 10%), as cargas negativas do TPP 
podem ajudar a desestabilizar as interações eletrostáticas entre quitosana e DNA e 
facilitar sua liberação. No entanto, em concentrações mais altas de DNA (relação 
mássica de 40%), as interações eletrostáticas entre CHI e DNA seriam reforçadas e, 
portanto, as cargas negativas do TPP podem não ser suficientes para desestabilizar 
os poliplexos, podendo resultar em degradação e baixa eficiência de transfecção 
(SIPOLI et al., 2015b). Logo, o mais apropriado é estudar a formulação dos 
complexos quanto à concentração de ácido nucleico e massa molar de quitosana 
para se atingir um diâmetro específico e uma eficiência de transfecção adequada 
(MAO; SUN; KISSEL, 2010). 
Para aplicações de nanopartículas de quitosana em transfecções in vitro, 
fatores como o tamanho, a polidispersidade e o potencial zeta são fundamentais 
para garantir a condição ideal para a entrada de poliplexos CHI-DNA nas células 
(SIPOLI et al., 2015b; YUE et al., 2011). Uma alternativa promissora para um maior 
controle sobre o processo de produção de nanopartículas de quitosana é a área de 
microfluídica. 
 
 
2.3 MICROFLUÍDICA 
 
 
Segundo Whitesides (2006), a microfluídica pode ser definida como a ciência 
e tecnologia que estuda o processamento de pequenas quantidades de fluidos (10-9 
a 10-18 litros), permitindo sua manipulação em sistemas com miniaturização de 
canais. Este campo tecnológico oferece a possibilidade de integração de sistemas 
multidisciplinares e da realização de separações e detecções com alta resolução e 
sensibilidade, além de favorecer o uso de uma quantidade reduzida de amostras e 
reagentes e permitir a diminuição do tempo de análise experimental (BJÖRNMALM; 
YAN; CARUSO, 2014; SQUIRES; QUAKE, 2005; WHITESIDES, 2006).  
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A microfluídica explora sua reduzida dimensão concomitantemente a 
propriedades hidrodinâmicas particulares, como o escoamento em regime laminar, o 
que proporciona maior capacidade de previsibilidade e controle da dinâmica espaço-
temporal de fluidos como células, ácidos nucleicos e reagentes químicos (REN; 
CHEN; WU, 2014; SACKMANN; FULTON; BEEBE, 2014; WHITESIDES, 2006). Os 
dispositivos microfluídicos possuem uma razão área/volume elevada, o que aprimora 
processos de transferência de massa e calor e, consequentemente, produz reações 
rápidas, com controle e manipulação de moléculas no espaço e no tempo 
(WHITESIDES, 2006). 
Sistemas microfluídicos podem ser empregados em diferentes áreas de 
pesquisa com o objetivo de agilizar os protocolos de ensaios complexos, reduzir 
significantemente o volume de amostras investigadas, reduzir o custo com reagentes 
e oferece benefícios no desenvolvimento e no escalonamento de processos de 
diagnóstico e de pesquisa (KHAN et al., 2013; SACKMANN; FULTON; BEEBE, 
2014; SONG; HORMES; KUMAR, 2008). Além disso, muitas vantagens podem ser 
citadas quanto ao uso de dispositivos microfluídicos, como uniformização do fluxo e 
da mistura, facilidade de controle do processo e das características do produto final, 
alta eficiência e rendimento de produção, operação contínua e baixo custo 
(KRISHNA et al., 2013; LUO et al., 2011; SONG; HORMES; KUMAR, 2008).  
Segundo Björnmalm, Yan e Caruso (2014), a utilização de dispositivos 
microfluídicos apresenta muitas vantagens em aplicações biotecnológicas, incluindo: 
(i) a escala de comprimento de dezenas a centenas de micrômetros mostra-se muito 
relevante biologicamente, por possibilitar o emprego de muitas estruturas biológicas 
que se enquadram nessas dimensões; (ii) o controle da geometria, com tecnologias 
de microfabricação eficientes e bem estabelecidas, permite uma grande variabilidade 
de projetos de microdispositivos e uma ampla gama de estudos a serem 
desenvolvidos; (iii) elevado grau de controle sobre a hidrodinâmica do processo 
microfluídico; (iv) monitoramento em tempo real através de técnicas simples de 
microscopia. 
Os avanços na microfabricação permitem que tais sistemas sejam produzidos 
com diferentes materiais e geometrias específicas para aplicação em diferentes 
áreas, tornando os dispositivos microfluídicos uma ferramenta importante para as 
áreas de nanomedicina e biotecnologia, desde o desenvolvimento de 
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microbiorreatores, processos de separação e na obtenção de partículas para fins 
terapêuticos (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 2014). 
Os materiais utilizados em microfluídica para aplicações biológicas devem 
possuir características como biocompatibilidade, estabilidade química e física e 
baixa toxicidade. Dentre eles, destacam-se o vidro e alguns polímeros, como o 
polidimetilsiloxano (PDMS) e o polimetilmetacrilato (PMMA), que são amplamente 
utilizados para a fabricação de microdispositivos, além de possuírem transparência, 
o que facilita o monitoramento por microscopia (DE LA TORRE et al., 2014). As 
técnicas de microfabricação englobam, entre outras, a impressão e estampagem a 
quente, fotolitografia, ablação a laser, litografia de raio-x, sendo a litografia macia um 
dos métodos mais comumente aplicado na fabricação de microcanais em 
microdispositivos construídos com PDMS (DE LA TORRE et al., 2014; JIANG et al., 
2014; KRISHNA et al., 2013). 
Além da seleção do material mais apropriado para a aplicação de interesse, 
uma mistura eficiente é considerada uma etapa chave nos processos microfluídicos, 
e os dispositivos empregados em microfluídica permitem aliar a automatização e 
combinação de processos de análise, reação e purificação em um mesmo 
microdispositivo (ZHAO et al., 2011). Enquanto que em sistemas em macroescala a 
mistura é realizada pelo regime turbulento através da mistura convectiva, os 
dispositivos microfluídicos geralmente operam em condições de reduzido número de 
Reynolds (Re), no qual os fluidos escoam em regime laminar e a mistura ocorre por 
forte influência da difusão molecular (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 2014; LEE et 
al., 2011; STROOCK et al., 2002; WHITESIDES, 2006). 
O número de Reynolds (Re) é considerado o parâmetro adimensional mais 
empregado na área de mecânica dos fluidos e representa a razão entre as forças 
inerciais e viscosas do sistema, indicando o limite entre o regime laminar e 
turbulento, e pode ser definido como (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002; WEIBEL; 
WHITESIDES, 2006): 
                                        (Equação 1) 
onde ρ e μ são a densidade e viscosidade do fluido, vo é a velocidade de 
escoamento do fluido e Dh é o diâmetro hidráulico, que depende da geometria da 
seção transversal do microcanal. 
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Assim, o reduzido número de Reynolds envolvido nos processos 
microfluídicos está aliado à predominância das forças viscosas no sistema, sendo a 
difusão molecular entre os fluidos o fenômeno mais significante de transferência de 
massa nesses sistemas (ALAM; AFZAL; KIM, 2014; SQUIRES; QUAKE, 2005; 
WHITESIDES, 2006), a qual é caracterizada por ser um processo lento. 
Porém, em virtude das dimensões reduzidas dos dispositivos microfluídicos, 
menores tempos de mistura podem ser alcançados devido à pequena distância de 
difusão entre os componentes da mistura (BALBINO; AZZONI; DE LA TORRE, 
2013). A utilização de sistemas de focalização hidrodinâmica, por exemplo, 
possibilita o aperfeiçoamento da mistura e promove parâmetros reacionais 
homogêneos (LU et al., 2014). Nesse sistema, a solução central é focalizada por 
correntes laterais, o que diminui o comprimento de difusão que ocorre em torno da 
corrente central, resultando em mistura mais rápida e na formação de partículas e 
poliplexos mais homogêneos (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 2014; LU et al., 2014). 
Outras formas de se atingir uma mistura eficiente no sistema microfluídico são 
baseadas no emprego de misturadores, que podem ser classificados como ativos ou 
passivos. Os ativos são aqueles que se baseiam na aplicação de fonte de energia 
externa ao sistema (campo elétrico, dieletroforese, ultrassom), enquanto os passivos 
dependem exclusivamente da energia de bombeamento do processo (ALAM; 
AFZAL; KIM, 2014; CAPRETTO et al., 2011; LEE et al., 2011). 
Os misturadores passivos se baseiam na modificação da geometria 
microfluídica para induzir contribuições convectivas e fluxos transversais e aprimorar 
a mistura em um menor tempo, superando a limitação da difusão molecular (ALAM; 
KIM, 2012; CAPRETTO et al., 2011; ORSI et al., 2013). Devido às características de 
escoamento laminar em microescala, a mistura desenvolvida pelos misturadores 
passivos depende predominantemente da amplificação dos efeitos de advecção 
caótica, a qual representa o transporte multidirecional de uma substância por entre 
um fluido em movimento (CAPRETTO et al., 2011). Consequentemente ao emprego 
de geometrias microfluídicas particulares, o aperfeiçoamento da mistura pode ser 
atingido através da manipulação do escoamento dentro dos microcanais ou a partir 
do aumento da área ou tempo de contato entre os fluidos, reduzindo o caminho 
difusivo e aprimorando a velocidade de mistura (CAPRETTO et al., 2011; LEE et al., 
2011). 
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2.3.1 Sistemas Microfluídicos para Produção de Nanopartículas 
 
 
A microfluídica tem demonstrado ser uma ciência bastante promissora para o 
desenvolvimento tecnológico, principalmente na área biológica (SACKMANN; 
FULTON; BEEBE, 2014; WHITESIDES, 2006). Além de possibilitar a síntese e 
caracterização de partículas, a microfluídica tem promovido o desenvolvimento de 
métodos novos e aperfeiçoados para sua produção (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 
2014).  
Tecnologias microfluídicas oferecem uma série de vantagens quando 
comparadas às tecnologias convencionais de produção de nanopartículas. Além do 
menor custo de produção, a razão área superficial/volume muitas vezes maior que 
em outros sistemas possibilita intensificar os processos de transferência de massa e 
energia em processos microfluídicos (LEE et al., 2011). Ademais, algumas reações 
que são muito rápidas para serem controladas em macroescala podem ser mais 
facilmente investigadas e monitoradas, devido ao reduzido intervalo de tempo 
característico de processos de transporte na escala micrométrica (ZHAO et al., 
2011). Assim, torna-se possível a superação de obstáculos existentes nos métodos 
convencionais de produção de nanopartículas, como controle do tamanho e 
estrutura de partícula, do índice de polidispersidade, do potencial zeta e da 
fluidodinâmica do sistema (KHAN et al., 2013; ZHAO et al., 2011). 
O emprego de plataformas microfluídicas na fabricação de nanopartículas 
promove maior reprodutibilidade e maior controle dos parâmetros do sistema (BABU 
et al., 2014). A microfluídica pode ser aplicada na síntese controlada de partículas 
com morfologias e propriedades específicas, tais como partículas porosas (LUO et 
al., 2011), metálicas e inorgânicas (ZHAO et al., 2011), e orgânicas, como 
lipossomas (BALBINO; AZZONI; DE LA TORRE, 2013; DE LA TORRE et al., 2014) e 
nanopartículas poliméricas, como quitosana (DASHTIMOGHADAM et al., 2013; 
MAJEDI et al., 2012). 
Ultimamente, os sistemas microfluídicos com operação em regime contínuo 
têm se mostrado promissores na síntese de diferentes estruturas nanométricas, 
como complexos poliméricos, lipossomas, micelas e nanopartículas homogêneas, 
com controle sobre tamanho, polidispersidade, composição e morfologia dos 
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compostos formados (DASHTIMOGHADAM et al., 2013). Recentemente, nosso 
grupo de pesquisa (BALBINO; AZZONI; DE LA TORRE, 2013; BALBINO et al., 
2013) reportou o emprego de dispositivos microfluídicos para a produção de 
lipossomas catiônicos e estudou sua complexação com DNA, assim como sua 
transfecção in vitro de células HeLa (células epiteliais de carcinoma humano), para 
aplicação na área de gene delivery. 
Tendo em vista os recentes estudos na área de produção de nanopartículas 
de quitosana envolvendo microfluídica (DASHTIMOGHADAM et al., 2013; MAJEDI 
et al., 2012, 2013; YANG et al., 2007, 2012), torna-se evidente que essa tecnologia 
apresenta um grande potencial a ser explorado. Os mecanismos microfluídicos 
descritos na literatura para a produção de nanopartículas de quitosana são 
baseados nos processos de geração de gotas ou de operação em regime contínuo. 
O processo de geração de gotas em microfluídica é baseado no uso de 
fluidos imiscíveis, como água/óleo e líquido/gás, com o objetivo de formar gotas de 
tamanho e composição controlados (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 2014). Logo, 
estes sistemas podem demandar o emprego de tensoativos na fase oleosa para a 
estabilização das gotas (LU et al., 2014). Ao contrário dos sistemas em regime 
contínuo, os sistemas microfluídicos de geração de gotas permitem controle 
independente de cada gota, gerando microrreatores que podem ser individualmente 
analisados (TEH et al., 2008). Nesses sistemas, a mistura é rápida e controlada, 
fatores importantes na investigação de cinéticas químicas e reações biológicas 
(ZENG et al., 2011).  
Quanto à operação em regime contínuo, Dashtimoghadam et al. (2013) e 
Majedi et al. (2013) descrevem a formação de nanopartículas auto-agregáveis de 
quitosana hidrofobicamente modificada (HMCS) utilizando dispositivo microfluídico 
baseado em focalização hidrodinâmica, para aplicações em sistemas de liberação 
de fármacos. Nestes sistemas, apresentados na Figura 4, a corrente central continha 
solução aquosa de HMCS e era focalizada por duas correntes laterais contendo 
água em pH alcalino, levando à auto-agregação das moléculas devido à variação do 
pH. 
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Figura 4 – Sistemas microfluídicos baseados em focalização hidrodinâmica utilizados na produção de 
nanopartículas auto-agregáveis de quitosana hidrofobicamente modificada. 
Fonte: (a) Dashtimoghadam et al. (2013). (b) Majedi et al. (2013) 
 
Utilizando-se do mesmo mecanismo microfluídico, Majedi et al. (2012) 
empregaram um sistema em regime contínuo para a formação, através de 
gelificação ionotrópica, de nanopartículas de quitosana com ATP, utilizando um 
dispositivo microfluídico de focalização hidrodinâmica simples. Nesse sistema, 
apresentado na Figura 5, uma corrente central contendo quitosana é 
hidrodinamicamente comprimida por duas correntes laterais aquosas contendo o 
ATP, levando à reticulação e formação de nanopartículas de CHI/ATP. 
 
Figura 5 – Representação de dispositivo microfluídico baseado em focalização hidrodinâmica para 
formação de nanopartículas CHI/ATP. 
Fonte: Majedi et al., 2012. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 MATERIAIS 
 
Nanopartículas foram preparadas utilizando quitosana (CHI) de baixa massa 
molar (que varia entre 20 e 190 kDa (DASH et al., 2011)) e grau de desacetilação de 
75%, e sal dissódico de adenosina 5’-trifosfato (ATP), todos adquiridos da empresa 
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Corante fluorescente Sulforodamna B 
também foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Ácido acético glacial 
foi adquirido da Labsynth (Diadema, SP, Brasil). Para construção dos dispositivos 
microfluídicos em PDMS, utilizou-se o Sylgard 184 Elastomer Kit da Dow Corning 
(Midland, MI, EUA).  
 
 
3.2 MÉTODOS 
 
3.2.1 Purificação de Quitosana 
 
A purificação de quitosana foi realizada seguindo protocolos de Nasti et al. 
(2009) e Sipoli et al. (2015), com adaptações. Primeiramente, quitosana de baixa 
massa molar foi dissolvida na concentração de 0,05 g/mL em solução de ácido 
acético 2% (v/v) e foi mantida sob agitação por 24 h. Em seguida, a mistura foi 
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submetida a banho termostático a 100 °C por 15 min para desnaturar e precipitar 
possíveis contaminantes proteicos, seguido por centrifugação a 2287 × g por 15 min. 
O sobrenadante foi separado e seu pH foi corrigido para 9 utilizando solução de 
hidróxido de sódio (NaOH) (1 M), para precipitar a quitosana da fase aquosa, e o 
precipitado foi centrifugado a 2287 × g por 15 min. Posteriormente, o precipitado de 
quitosana foi ressuspenso em água (pH 9) e centrifugado a 2287 × g por 15 min, por 
duas vezes consecutivas. Esse procedimento de lavagem foi repetido utilizando 
água ultrapura até que se alcançasse o pH próximo ao da água pura. A quitosana 
purificada foi mantida em ultra-freezer (- 86 °C) overnight e liofilizada para 
armazenamento em temperatura ambiente. O rendimento do processo de purificação 
foi de aproximadamente 70%. 
 
 
3.2.2 Produção de Microdispositivos 
 
A produção dos dispositivos microfluídicos de PDMS/vidro se iniciou pelo 
desenho da geometria dos canais no programa AutoCAD (Autodesk), respeitando as 
dimensões em que os dispositivos seriam construídos. Foram estudadas quatro 
geometrias para a produção de nanopartículas CHI/ATP: dispositivos baseado em 
focalização hidrodinâmica nos formatos T simples e T longo, assim como 
dispositivos com obstáculos em ângulo reto (cotovelos e barreiras) nos microcanais. 
Em seguida, os desenhos projetados foram impressos em fotolito e utilizados, 
com o fotoresiste SU-8, para construção da máscara. Esta, por fim, foi empregada 
no processo de litografia macia para a construção de microdispositivos de 
PDMS/vidro, conforme apresentado na Figura 6 por De La Torre et al. (2014). 
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Figura 6 – Etapas do processo de litografia macia para a construção de dispositivos microfluídicos. 
Fonte: De La Torre et al., 2014. 
 
 
A placa resultante de PDMS com microcanais e a base de vidro, geralmente 
uma lâmina de microscopia, foram submetidas à oxidação em câmara de plasma de 
oxigênio. Colocando as superfícies em contato imediatamente após o tratamento 
com plasma, realizou-se uma selagem irreversível, resultando nos dispositivos 
microfluídicos de PDMS/vidro. Os microdispositivos de PDMS/vidro utilizados nesta 
pesquisa (Figura 7) foram construídos com canais de dimensões de 140 µm de 
largura e aproximadamente 50 µm de altura. 
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Figura 7 – Dispositivos microfluídicos construídos e utilizados na pesquisa. (A) Dispositivo de 
Focalização Hidrodinâmica no formato T simples (DFHT); (B) Dispositivo com Projeção de Cotovelos 
e Barreiras no canal (DPCB). 
 
 
3.2.3 Produção de Nanopartículas de Quitosana 
 
A produção de nanopartículas CHI/ATP foi realizada através do método de 
gelificação ionotrópica, como apresentado por Majedi et al. (2012) e Giacalone et al. 
(2013). A solução-mãe de quitosana purificada foi preparada na concentração de 
0,25 % em solução de 1,0 µL/mL de ácido acético e foi mantida sob agitação 
magnética overnight. Posteriormente, o pH foi corrigido para 4, aproximadamente. 
Para investigar o efeito da relação mássica (RCHI/ATP) na produção de 
nanopartículas CHI/ATP, foram preparadas diluições da solução de quitosana em 
água ultrapura para concentrações finais de 0,025-0,05-0,1-0,125-0,15-0,17-0,2%. A 
solução de ATP foi preparada na concentração de 0,1 % em água ultrapura (pH 4). 
Dessa forma, foi estudada a variação de RCHI/ATP entre 0,25 e 2,50 (m/m). Além 
disso, água ultrapura acidificada (pH 4) foi utilizada na produção de nanopartículas 
CHI/ATP. Todas as soluções utilizadas foram filtradas através de filtro seringa de 
0,45 µm.  
A obtenção de nanopartículas CHI/ATP em sistema microfluídico foi baseada 
em focalização hidrodinâmica em regime contínuo, na qual uma corrente central 
(A) 
(B) 
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composta por água ultrapura acidificada foi hidrodinamicamente comprimida por 
duas correntes laterais compostas por soluções de quitosana e ATP, 
separadamente. A formação de nanopartículas foi monitorada em microscópio 
invertido Nikon, modelo ECLIPSE Ti-U, com o emprego de bombas seringas, modelo 
PHD2000 (Infuse/Withdraw), da Harvard Apparatus. 
A produção de nanopartículas CHI/ATP também foi realizada em 
complexação convencional “bulk”, em tubos eppendorfs. Para isso, foram 
respeitadas as proporções utilizadas nos experimentos microfluídicos de 46% (v/v) 
de água acidificada para 27% (v/v) das soluções de quitosana e ATP. Logo, 
inicialmente, 920 µL de água acidificada foram misturados a 540 µL de solução de 
quitosana, às quais foram adicionados, gota a gota, 540 µL da solução de ATP. Por 
fim, os tubos foram agitados manualmente.  
 
 
3.2.4 Ensaios de Fluorescência 
 
Os ensaios de fluorescência nos canais microfluídicos foram realizados 
empregando o corante fluorescente Sulforodamina B (Massa molar de 
580,65 g/mol), o qual apresenta absorção máxima em comprimento de onda (λ) de 
554 nm. O corante foi utilizado na concentração de 0,1mM, com o objetivo de 
mimetizar as correntes de CHI e ATP, focalizando uma corrente central de água 
ultrapura, para diferentes geometrias de dispositivos microfluídicos. 
 
 
3.2.5 Amplificação do Plasmídeo 
 
A amplificação e purificação do plasmídeo pEGFP-N1 (BD Biosciences 
Clontech, Palo Alto, EUA), DNA codificante para proteína verde fluorescente (GFP), 
foi realizada conforme Radaic, Paula e Jesus (2014) e Sipoli et al. (2015b). As 
bactérias transformadas foram incubadas em meio Luria-Bertani (LB) na presença 
do antibiótico de seleção canamicina. O plasmídeo foi isolado e purificado utilizando 
o kit PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit-Maxiprep K2100-07 (Invitrogen, 
EUA). A concentração final de plasmídeo foi determinada por espectrofotômetro 
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Nanodrop UV (PeqLab, Alemanha) a 260 nm (A260). O nível de purificação do 
plasmídeo foi determinado pela razão A260/A280 entre absorbâncias medidas a 260 
nm e 280 nm. 
 
 
3.2.6 Preparo de Poliplexos pEGFP-N1-CHI/ATP 
 
A incorporação de DNAp em nanopartículas CHI/ATP foi investigada a partir 
do preparo de poliplexos pEGFP-N1-CHI/ATP utilizando nanopartículas de RCHI/ATP 
de 1,0 e 1,7. O plasmídeo pEGFP-N1 (330 ug/mL) foi misturado às nanopartículas 
CHI/ATP nas proporções de 36, 72 e 144% da massa de quitosana. A mistura foi 
submetida à agitação em agitador do tipo vórtex por 1 min à temperatura ambiente. 
Para a concentração de DNA de 144%, o volume de plasmídeo foi adicionado em 
duas etapas. A caracterização físico-química dos poliplexos foi realizada dentro de 
1h após sua formação, considerando a determinação de tamanho, índice de 
polidispersidade e potencial zeta. 
 
 
3.2.7 Eletroforese em Gel de Agarose 
 
Realizou-se o ensaio de eletroforese em gel de agarose com o intuito de 
investigar a eficiência de incorporação de DNA nas nanopartículas CHI/ATP (RCHI/ATP 
= 1,0 e 1,7). O ensaio foi realizado adicionando a massa de 1 µg de DNAp (330 
µg/mL) por poço e variando a massa de nanopartículas CHI/ATP para o preparo de 
poliplexos com 36 e 144% DNAp. Nestes ensaios, foram utilizados como controle 
positivo uma amostra contendo 1 µg de DNAp livre e como controle negativo uma 
amostra contendo apenas nanopartículas CHI/ATP. O gel de agarose foi preparado 
a 1,3% em solução tampão TAE (1x) com 40 mM de TRIS-acetato e 1 mM EDTA, e 
a eletroforese ocorreu sob tensão de 60 V, por 1,5 h. O gel foi corado com brometo 
de etídio (0,5 µg/mL) por 20 minutos e as bandas de DNAp foram visualizadas e 
fotografadas utilizando uma fotodocumentadora para aquisição de imagens. As 
bandas foram quantificadas utilizando-se o software ImageJ (National Institute of 
Health, EUA). 
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3.2.8 Cultura de Células 
 
Os poliplexos foram testados in vitro em células embrionárias de rim humano 
(HEK 293A), conforme Sipoli et al. (2015b). As células HEK 293A foram cultivadas 
em meio DMEM (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal 
bovino (Gibco, Reino Unido), 2 mM de L-glutamina (Biomol, Brasil), 100 U/mL de 
penicilina (Biomol, Brasil) e 100 µg/mL de estreptomicina (Biomol, Brasil). As 
linhagens foram incubadas em frascos de 75 cm³ a 37 °C, em atmosfera de 5% de 
CO2 em incubadora REVCO Ultima II (Thermo Scientific, França). 
 
3.2.9 Transfecção de Poliplexos pEGFP-N1-CHI/ATP 
 
A avaliação da eficiência de transfecção dos poliplexos foi conduzida 
conforme Sipoli et al. (2015b) e Radaic, Paula e Jesus (2014). Após incubação em 
placas de cultura de células de 12 poços por 24 h, as células foram lavadas uma vez 
com PBS e foi adicionado meio de cultura livre de soro e antibióticos (400 µL/poço). 
A transfecção foi realizada adicionando 100 µL de poliplexos DNAp-CHI/ATP (36% 
DNAp/CHI m/m) diluídos em PBS com quantidades iguais (2 µg) de pEGFP-N1 por 
poço. Após incubação por 6 h a 37 °C, o meio de transfecção foi substituído, para 
remover os plasmídeos que não foram internalizados pelas células, e foi adicionado 
meio de cultura contendo soro fetal bovino e antibióticos. Por fim, a porcentagem de 
transfecção celular foi determinada após 24 e 72 h por citometria de fluxo 
(FACS/Calibur Flow Cytometer, Becton Dickinson, Mansfield, EUA). 
 
 
3.2.10 Caracterização Físico-Química das Nanopartículas CHI/ATP e 
Poliplexos pEGFP-N1-CHI/ATP 
 
 
3.2.10.1 Diâmetro Hidrodinâmico Médio e Índice de Polidispersidade 
 
O diâmetro hidrodinâmico médio e o índice de polidispersidade das 
nanopartículas obtidas foram medidos utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS 
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(Malvern Instruments, WORCS, Reino Unido) através da técnica de espalhamento 
de luz dinâmico (Dynamic Light Scattering – DLS). As medidas foram realizadas 
utilizando laser He-Ne a 633 nm e fonte de energia de 4,0 mW, com detecção em 
ângulo de espalhamento de 173° (backscattering). 
 
 
3.2.10.2 Potencial Zeta (ζ) 
 
O potencial zeta das nanopartículas CHI/ATP foi obtido através da medida da 
velocidade de mobilidade eletroforética das partículas carregadas a partir da 
aplicação de um campo elétrico através das amostras analisadas, utilizando a 
técnica de anemometria laser Doppler. As medidas foram realizadas em triplicata 
para cada amostra, em água a 25 °C, utilizando o equipamento Malvern Zetasizer 
Nano ZS (Malvern Instruments, WORCS, Reino Unido). 
 
 
3.2.10.3 Morfologia 
 
A morfologia das nanopartículas CHI/ATP foi investigada por Microscopia 
Eletrônica de Transmissão (MET). Suportes metálicos (200 mesh) de cobre com 
revestimento de carbono com filme de colódio foram expostos a uma gota de 
nanopartículas CHI/ATP por 5 min à temperatura ambiente. Uma gota de solução de 
acetato de uranila 1% (m/v) foi utilizada como corante negativo por 1 min e, em 
seguida, o excesso foi removido. As amostras foram examinadas em microscópio 
eletrônico de transmissão LEO906E (Zeiss, Alemanha), operando a 60 kV e 
aumento de 100.000 vezes. Os diâmetros médios das nanopartículas foram 
mensurados empregando o software ImageJ (National Institute of Health, EUA). 
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3.2.11 Análise Estatística 
 
Os resultados para diâmetro médio, índice de polidispersidade e potencial 
zeta das nanopartículas formadas foram expressos em média das triplicatas ± desvio 
padrão (DP). A significância estatística foi determinada empregando o teste t de 
Student bicaudal, com nível de confiança de p<0,05. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Este trabalho tem como principal motivação a investigação de processos 
microfluídicos em regime contínuo para a produção de nanopartículas CHI/ATP, 
potenciais carreadores catiônicos de ácidos nucleicos com aplicação na área de 
terapia gênica. 
Como ponto de partida, optou-se por trabalhar com soluções em pH ácido, 
por promover conformações poliméricas mais estendidas, favorecendo as interações 
entre quitosana e agente reticulante e a formação de partículas menores e mais 
compactas, conforme relatado por Sipoli et al. (2015a), que investigaram o efeito do 
pH na formação de partículas CHI/TPP em regime batelada (bulk). Além disso, 
devido ao pH intrínseco ao preparo da solução de ATP, padronizou-se o pH das 
soluções em 4,0, aproximadamente. 
Na seção 4.1, buscou-se estudar as condições dinâmicas de mistura entre 
quitosana e ATP nos microcanais, com o objetivo de selecionar a configuração de 
processo microfluídico mais adequada para a formação de nanopartículas CHI/ATP 
por gelificação ionotrópica, avaliando-se, ainda, os efeitos de diferentes geometrias 
microfluídicas. 
Em seguida, na seção 4.2, avaliou-se a influência dos parâmetros de 
processo, realizando também um estudo comparativo para o qual a formação de
 nanopartículas foi investigada através de sistema microfluídico e do método 
convencional (bulk), para diferentes relações mássicas CHI/ATP (RCHI/ATP). 
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A partir da determinação das melhores condições de processo, 
nanopartículas CHI/ATP produzidas por método microfluídico foram selecionadas 
para, na seção 4.3, investigar-se a incorporação de DNAp nas nanopartículas 
através de complexação por método bulk, concluindo com ensaios preliminares de 
transfecção in vitro em células HEK 293A. 
 
 
4.1 CONFIGURAÇÃO DO PROCESSO DE PRODUÇÃO DE NANOPARTÍCULAS 
CHI/ATP 
 
 
O processo de produção de nanopartículas de quitosana em microfluídica 
ainda é pouco reportado na literatura, podendo-se destacar os trabalhos 
desenvolvidos por Majedi et al. (2012, 2013), Dashtimoghadam et al. (2013) e Yang 
et al. (2007, 2012). Exceto por Yang et al. (2012), todos estes trabalhos reportam a 
utilização de dispositivos microfluídicos de PDMS/vidro baseados em focalização 
hidrodinâmica no formato T simples para produção de nanopartículas de quitosana. 
Há na literatura estudos que reportam a produção de nanopartículas de 
quitosana por gelificação ionotrópica com ATP através do método convencional bulk 
(DU et al., 2010; GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 2013; KANG et al., 2012). 
Porém, o processo envolvendo CHI/ATP em microfluídica é relatado apenas por 
Majedi et al. (2012), que realizaram a focalização hidrodinâmica de uma corrente 
central composta por quitosana, sendo hidrodinamicamente comprimida por duas 
correntes laterais contendo o agente reticulante ATP, como apresentado 
anteriormente na Figura 5. 
Logo, para determinar a melhor configuração de processo microfluídico, 
quanto à composição das correntes aplicadas para a formação de nanopartículas 
CHI/ATP, o sistema de Focalização Simples de quitosana (FS), similar ao relatado 
por Majedi et al. (2012), foi primeiramente estudado em Dispositivo de Focalização 
Hidrodinâmica no formato T simples (DFHT), como apresentado no esquema a 
seguir (Figura 8). 
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Figura 8 – Esquema das correntes empregadas em processo microfluídico aplicando o sistema de 
Focalização Simples de quitosana (FS) em Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no formato T 
simples (DFHT) para produção de nanopartículas CHI/ATP. O esquema apresenta a nomenclatura 
utilizada para referenciar a vazão total do sistema (QT), as vazões das correntes de quitosana (QCHI) e 
ATP (QATP), a largura da corrente focalizada (wf) e a concentração final de quitosana após 
processamento (CfCHI). 
 
 
4.1.1 Sistema de Focalização Simples de Quitosana (FS) 
 
 
Experimentos foram realizados testando o sistema de Focalização Simples 
(FS) de quitosana por duas correntes laterais de ATP, empregando o DFHT (Figura 
8), para relação mássica CHI/ATP (RCHI/ATP) de 0,5, conforme Majedi et al. (2012). 
Nessa configuração de processo, porém, foi observada a geração de filmes 
nas fronteiras entre os fluxos de CHI e ATP, que se formaram na região de 
focalização hidrodinâmica após alguns minutos de processamento e se estenderam 
ao longo de todo o canal microfluídico. A formação de filmes CHI/ATP ocorreu para a 
RCHI/ATP de 0,5 sob as condições de concentração de quitosana (CCHI) na corrente de 
entrada de 0,5  mg/mL, vazão de quitosana (QCHI) de 25 µL/min, vazão total do 
sistema (QT) de 90  µL/min e concentração final de quitosana (CfCHI) de 0,14 mg/mL, 
está apresentada na Figura 9. 
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Figura 9 – Imagens de microscópio (aumento de 10x) de formação de filmes CHI/ATP resultante da 
focalização simples de uma corrente central de quitosana (CCHI = 0,5 mg/mL e QCHI = 25 µL/min) por 
duas correntes laterais de ATP (CATP = 0,38 mg/mL e QATP = 32,5 µL/min), para RCHI/ATP = 0,5. As 
imagens foram realizadas em diferentes tempos: (A) t=0, (B) t=3 min, (C) t=7 min e (D) t=10 min. 
Barras de escala correspondem a 100 µm. 
 
A provável justificativa para a formação de filmes nesse processo 
microfluídico está baseada no modo de contato estabelecido entre CHI e ATP. No 
sistema FS, a utilização do dispositivo microfluídico favorece a determinação de 
fronteiras que permitem um contato direto entre as moléculas de CHI e ATP, com 
maiores concentrações locais das moléculas. Assim, promove-se a reticulação 
imediata das moléculas de quitosana mais próximas às correntes de ATP, permitindo 
uma rápida neutralização de cargas da CHI e levando à precipitação no canal 
microfluídico. Dessa forma, esse sistema proporciona, provavelmente, uma 
distribuição não homogênea das moléculas, levando à interação desbalanceada 
entre CHI e ATP e ao contínuo acúmulo de precipitado nas regiões de fronteira entre 
os fluxos. Observa-se na Figura 9 a elevação da quantidade de precipitado ao longo 
do tempo. Este fato sugere que à medida que o ATP e a CHI se difundem no sentido 
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transversal ao escoamento (sentido do gradiente de concentração), essas moléculas 
precisam cruzar o filme retido no microcanal e, por consequência, intensifiquem o 
processo de neutralização de cargas das moléculas retidas e levando ao acúmulo de 
precipitados. 
Outros fatores que podem influenciar nesse fenômeno são o pH ácido da 
quitosana (pH ~ 4,0), no qual as cadeias poliméricas provavelmente apresentam 
uma forma mais estendida devido à repulsão eletrostática (SIPOLI et al., 2015a), e o 
cisalhamento entre as correntes de CHI e ATP proporcionado pela focalização 
hidrodinâmica, que pode influenciar eventualmente na disposição das cadeias 
poliméricas predominantemente de forma paralela ao fluxo. Dessa forma, 
pressupondo que na fronteira CHI/ATP entre os fluxos a quitosana esteja em uma 
conformação mais estendida, o modo de contato entre os fluidos provavelmente 
favorece a formação de filmes CHI/ATP no sistema FS.  
A geração de microfibras de quitosana em canal microfluídico é reportada por 
Yeh, Lin, Lin (2009), que empregaram um dispositivo microfluídico de PMMA para a 
focalização (em 45°) de uma corrente central de quitosana (0,5 %) por duas 
correntes laterais de TPP, gerando microfibras de 50-200 µm de diâmetro, para 
serem aplicadas como scaffolds de células para engenharia de tecidos. Os autores 
relatam que o princípio de formação das microfibras é baseado na disposição de 
estruturas de quitosana em fluxo laminar, as quais, devido à focalização 
hidrodinâmica, interagem paralelamente com o TPP e geram microfibras por 
reticulação iônica.  
Concomitantemente à formação de filmes CHI/ATP no canal microfluídico, o 
sistema FS também resultou na formação de nanopartículas CHI/ATP. Isso está de 
acordo com Majedi et al. (2012), que, apesar de não mencionarem a formação de 
filmes, também relataram a produção de nanopartículas CHI/ATP nesse sistema. No 
sistema FS, a formação de nanopartículas ocorre em processo simultâneo com a 
formação de filmes, provavelmente, devido à difusão e interação ao longo do canal 
das moléculas excedentes de CHI e ATP, que não acumularam nos filmes formados. 
Para o sistema apresentado na Figura 9, de RCHI/ATP de 0,5, as nanopartículas 
CHI/ATP formadas apresentaram aproximadamente 145 nm de diâmetro 
hidrodinâmico, 0,09 de índice de polidispersidade e 11 mV de potencial zeta. Porém, 
devido à variabilidade do termo de acúmulo de matéria no filme CHI/ATP formado 
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dentro do microcanal, torna-se bastante difícil realizar o controle do processo de 
produção de nanopartículas CHI/ATP no sistema FS. 
Dessa forma, essa configuração de processo não se mostrou adequada para 
a investigação da produção de nanopartículas CHI/ATP em processo microfluídico. 
Logo, como alternativa para eliminar a formação de precipitados, estabeleceu-se o 
estudo da formação de nanopartículas CHI/ATP em um sistema no qual se promove 
o escoamento em paralelo de correntes de CHI e ATP, com a inserção de uma 
corrente aquosa central (pH 4). 
 
 
4.1.2 Sistema de Focalização com Corrente Aquosa Central (FCAC) 
 
 
Para superar a precipitação no canal microfluídico e avaliar o efeito da mistura 
na produção de nanopartículas CHI/ATP, estudou-se um sistema de Focalização 
com Corrente Aquosa Central (FCAC) (Figura 10). Assim, a produção de 
nanopartículas CHI/ATP foi baseada na focalização hidrodinâmica de uma corrente 
central de água acidificada (pH 4) comprimida hidrodinamicamente por duas 
correntes laterais compostas por quitosana e ATP, em microdispositivo DFHT, como 
apresentado na Figura 10. O pH ácido da corrente aquosa é um fator determinante 
para o sucesso dessa técnica, devido à quitosana ser um polímero sensível ao pH e 
apresentar solubilidade em soluções aquosas ácidas e em ácidos orgânicos 
(ANITHA et al., 2014; MAO; SUN; KISSEL, 2010; SHUKLA et al., 2013). 
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Figura 10 – Esquema das correntes empregadas em processo microfluídico aplicando o sistema de 
Focalização com Corrente Aquosa Central (FCAC) em Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no 
formato T simples (DFHT) para produção de nanopartículas CHI/ATP. O esquema apresenta a 
nomenclatura utilizada para referenciar a vazão total do sistema (QT), as vazões das correntes de 
quitosana (QCHI), água (QH2O) e ATP (QATP), a largura da corrente focalizada (wf) e a concentração 
final de quitosana após processamento (CfCHI). 
 
Não foram encontrados na literatura estudos empregando essa configuração 
de processo microfluídico, utilizando uma corrente aquosa central para promover a 
difusão gradual entre dois fluidos na formação de nanopartículas. Porém, estudos 
investigando a formação de nanoestruturas controladas pela focalização 
hidrodinâmica empregando duas correntes laterais aquosas são amplamente 
reportados na literatura. Iliescu et al. (2014), por exemplo, estudaram a formação de 
nanopartículas a partir da complexação de DNA e surfactante (brometo de 
dodeciltrimetilamônio, DTAB), em sistema com controle da difusão, empregando 
dispositivo microfluídico de silicone. Nesse caso, os autores exploraram a 
focalização hidrodinâmica de uma corrente central alcoólica contendo DNA e o 
surfactante DTAB, por duas correntes laterais aquosas. À medida que ocorre a 
contra-difusão etanol e água, altera-se a concentração local de etanol e esta modula 
a forma de agregação entre as moléculas, gerando as nanopartículas. Os autores 
relatam que a produção de nanopartículas DTAB-DNA pelo método convencional 
(bulk) resultou na formação de grandes agregados. 
Logo, o sistema FCAC foi estabelecido como hipótese inicial com o objetivo 
de explorar o controle da difusão das moléculas de CHI e ATP, de forma a retardar 
sua mistura e eliminar o efeito de precipitação no canal microfluídico. 
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A Figura 11 apresenta o sistema FCAC investigando as mesmas condições 
aplicadas anteriormente para o sistema FS (Figura 9), de RCHI/ATP de 0,5, 
concentração de quitosana (CCHI) na corrente de entrada de 0,5 mg/mL, vazão de 
quitosana (QCHI) de 25 µL/min e vazão total (QT) do sistema de 90 µL/min. Nessas 
condições, a concentração final de quitosana (CfCHI) após processamento de 
0,14 mg/mL foi a mesma da investigação anterior. Para este sistema, foram 
formadas nanopartículas CHI/ATP de aproximadamente 85 nm de diâmetro, PDI de 
0,10 e potencial zeta de 13  mV. 
 
 
Figura 11 – Imagens de microscópio (aumento de 10x) do processo de produção de nanopartículas 
CHI/ATP através do sistema FCAC para RCHI/ATP = 0,5, com representação das correntes aplicadas, 
obtidas em diferentes tempos de processo: (A) t=0; (B) e (C) t=10 min. A imagem (C) corresponde ao 
fim do canal microfluídico, com comprimento de L = 34 mm a partir da região de focalização 
hidrodinâmica. Sistema FCAC realizando a focalização de corrente aquosa central (QH2O = 40 µL/min 
e pH 4,0) por correntes laterais de CHI (CCHI = 0,5 mg/mL e QCHI = 25 µL/min) e ATP 
(CATP = 1,0  mg/mL e QATP = 25 µL/min). Barras de escala correspondem a 100 µm. 
 
A partir da Figura 11, pode-se verificar que não ocorreu formação de filme 
CHI/ATP para este sistema, corroborando a hipótese inicial. 
Logo, como ambos os sistemas são desenvolvidos em regime laminar de 
escoamento e, portanto, são fortemente influenciados pelo processo de difusão, a 
provável justificativa da ausência de filmes/precipitados no sistema FCAC está 
baseada no modo de contato entre CHI/ATP, favorecendo a formação de 
nanopartículas ao invés de filmes. No sistema FCAC, a corrente central aquosa 
permite a difusão transversal gradativa das moléculas de CHI e ATP das correntes 
laterais por entre a corrente central de água acidificada, proporcionando menores 
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concentrações locais das moléculas durante o contato CHI/ATP. Dessa forma, torna-
se possível evitar a reticulação imediata de quitosana na fronteira dos fluxos e seu 
consecutivo acúmulo no dispositivo microfluídico, como verificado no sistema FS 
(Figura 9). 
No sistema FCAC, a vazão da corrente aquosa central foi estabelecida para 
ser maior que a vazão das correntes laterais para proporcionar uma largura da 
corrente focalizada (wf) (Figura 10) suficiente para retardar a mistura e evitar o 
contato direto entre quitosana e ATP. Assim, a presença desse caminho difusivo (wf) 
desempenhado pela corrente aquosa provavelmente proporcionou uma distribuição 
mais homogênea das moléculas de CHI e ATP no canal microfluídico, quando 
comparado ao sistema FS, e estabeleceu um maior controle do processo difusivo 
para a formação de nanopartículas CHI/ATP.  
Além disso, ao retardar a mistura entre CHI e ATP, o sistema FCAC 
provavelmente favoreceu a contribuição do movimento Browniano intrínseco das 
moléculas e a ocorrência de associações entre CHI e ATP de forma mais 
balanceada e em proporções molares mais uniformes, proporcionando a formação 
das nanopartículas, em detrimento à de filmes. Dessa forma, a corrente aquosa 
central permitiu o estabelecimento de um processo contínuo e homogêneo de 
produção de nanopartículas CHI/ATP. 
Portanto, observa-se que o modo de contato entre as soluções de CHI e ATP 
exerce papel fundamental na formação de filmes CHI/ATP. 
A partir disso, selecionou-se o sistema FCAC para o estudo da produção de 
nanopartículas CHI/ATP em processo microfluídico. Porém, para melhor elucidar os 
principais fatores envolvidos na formação de filmes, outro parâmetro importante 
investigado foi a influência da corrente aquosa central no sistema FCAC. 
 
 
4.1.2.1 Influência da Corrente Aquosa Central no Sistema FCAC 
 
 
Como anteriormente elucidado, o modo de contato entre as correntes de CHI 
e ATP se apresenta como um aspecto fundamental para a formação de filmes no 
canal microfluídico. Com isso, investigaram-se os efeitos da diminuição da vazão da 
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corrente aquosa central sobre a formação de filmes e nanopartículas CHI/ATP no 
sistema FCAC, considerando como hipótese que quanto menor a influência da 
corrente aquosa central, maior a tendência em proporcionar um modo de contato 
semelhante ao sistema FS. 
Para essa investigação, foram mantidas as mesmas condições que nos 
experimentos anteriores (Figura 9 e Figura 11), de RCHI/ATP de 0,5, QT = 90 µL/min e 
concentração final de quitosana após o processamento (CfCHI) de 0,14 mg/mL. No 
entanto, diminuiu-se a vazão da corrente aquosa central e, para manter as 
condições finais de processo idênticas ao estudos anteriores, as vazões e 
concentrações de CHI (CCHI) e ATP (CATP) nas correntes de entrada foram ajustadas. 
Logo, esse estudo envolveu a variação da razão entre taxas de fluxo (do 
inglês, Flow Rate Ratio – FRR) do sistema microfluídico, a qual pode ser definida 
como (ILIESCU et al., 2014): 
                         (Equação 2) 
Dessa forma, mantendo-se a vazão total do sistema (QT = 90 µL/min), a 
diminuição da vazão da corrente aquosa central leva a um aumento da FRR, 
investigação apresentada na Figura 12. 
A condição de FRR = 1,3 corresponde à condição anteriormente apresentada 
para o sistema FCAC (Figura 11) com a maior vazão estudada para corrente aquosa 
central de QH2O = 40 µL/min sendo focalizada por duas correntes laterais de 
quitosana e ATP sob vazões de QCHI = QATP = 25 µL/min (CCHI = 0,5 mg/mL e 
CATP = 1,0 mg/mL). Por fim, a condição de FRR = 17,0 se refere ao emprego da 
menor vazão estudada para a corrente aquosa central, de QH2O = 5 µL/min e QCHI = 
QATP = 42,5 µL/min. 
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Figura 12 – Influência da razão entre taxas de fluxo (FRR) no Diâmetro (▲) e PDI (□) das 
nanopartículas CHI/ATP formadas em sistema FCAC. Para todas as FRR estudadas, a relação 
mássica CHI/ATP (RCHI/ATP = 0,5) e a concentração final de CHI (CfCHI = 0,14 mg/mL) após 
processamento foram mantidas constantes. (*) Representam valores de diâmetro significativamente 
diferentes (p<0,05) quando comparados à condição de FRR = 1,3. Barras de erro correspondem ao 
desvio padrão de triplicatas independentes. 
 
Como é possível observar pela Figura 12, o tamanho das nanopartículas 
CHI/ATP foi estatisticamente diferente da condição de maior vazão da corrente 
aquosa (FRR = 1,3) apenas para as condições de FRR ≥ 8,0, para as quais foram 
obtidas nanopartículas de diâmetros acima de 105 nm. Os resultados para potencial 
zeta das nanopartículas CHI/ATP sugeriu uma diminuição com o aumento da FRR, 
variando de 13 para aproximadamente 11 mV para as condições de FRR ≥ 8,0, as 
quais apresentaram diferença estatística quando comparadas à condição de 
FRR = 1,3.  
As condições de maior FRR correspondem ao emprego das maiores vazões 
para as correntes laterais e, portanto, essas condições apresentam um maior efeito 
de focalização hidrodinâmica no sistema, o que promove a diminuição do 
comprimento de difusão que ocorre em torno da corrente central, resultando em 
mistura mais rápida para esses sistemas (LU et al., 2014). A partir disso, pode-se 
verificar pela Figura 13 que as condições de FRR ≥ 8, ou seja, de QH2O ≤ 10 µL/min, 
resultaram na formação de filmes CHI/ATP nos microcanais, corroborando, assim, a 
função da corrente aquosa central em retardar a mistura de CHI e ATP e evitar a 
formação de precipitados nos microcanais. 
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Figura 13 – Imagens de microscópio (aumento 10x) de formação de filmes CHI/ATP obtidas após 
10 min de processamento, para o sistema FCAC para RCHI/ATP de 0,5, para as razões entre taxas 
de fluxo de (A) FRR = 8,0 (QH2O = 10 µL/min e QCHI = QATP = 40 µL/min) e (B) FRR = 17,0 
(QH2O = 5 µL/min e QCHI = QATP = 42,5 µL/min). Barras de escala correspondem a 100 µm. 
 
Logo, como consequência do aumento da FRR, a redução da largura da 
corrente focalizada (wf) leva à diminuição do tempo necessário para a difusão das 
moléculas das correntes laterais por entre a corrente central (SQUIRES; QUAKE, 
2005). Dessa forma, a reduzida vazão da corrente central proporciona um modo de 
contato entre as moléculas de CHI e ATP que tende ao sistema de Focalização 
Simples (FS) (Figura 9), favorecendo sua precipitação e acúmulo no sistema 
microfluídico. Esses fatores, portanto, podem estar relacionados à diferença 
estatística encontrada quanto ao tamanho das nanopartículas para as condições de 
FRR ≥ 8. 
A partir disso, para os estudos subsequentes, fixou-se o estudo da produção 
de nanopartículas CHI/ATP em sistema FCAC empregando a condição de 
FRR = 1,3, para a qual se utiliza a maior vazão de água na corrente central, com o 
objetivo de impedir a formação de filmes e o acúmulo de matéria nos microcanais e 
realizar a produção de nanopartículas de modo mais uniforme. 
Uma investigação adicional quanto à variação da velocidade de escoamento 
do sistema está apresentada no Anexo 1. Esta análise indicou que a velocidade do 
sistema não influencia nas características físico-químicas das nanopartículas 
obtidas, exceto para vazões volumétricas totais muito baixas (QT ≤ 10 µL/min), que 
resultaram em um aumento do PDI das nanopartículas obtidas. Logo, a condição 
anteriormente empregada de QT = 90 µL/min foi selecionada para os estudos 
subsequentes. 
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Nessas condições, sabendo as dimensões do microcanal (140 µm de largura 
por 50 µm de altura) e a velocidade de escoamento do sistema para a condição de 
QT = 90 µL/min (vo = 214 mm/s) pode-se calcular o número de Reynolds de trabalho 
para o dispositivo empregado pela Equação 1 anteriormente apresentada (Seção 
2.3). Considerando a densidade e a viscosidade próximas à da água, para o DFHT 
obteve-se Re = 17,5, característico de operação em regime laminar em microcanais 
(CAPRETTO et al., 2011). 
Tendo em vista a influência do modo de contato entre as moléculas na 
precipitação de CHI e ATP em sistemas microfluídicos, buscou-se investigar, em 
seguida, o efeito de diferentes condições de mistura na formação de nanopartículas 
CHI/ATP para o sistema FCAC, mediante o emprego de diferentes geometrias 
microfluídicas. 
 
 
4.1.2.2 Avaliação das Condições de Mistura no Sistema FCAC 
 
 
Para melhor investigar os parâmetros envolvidos na produção de 
nanopartículas CHI/ATP em microfluídica, optou-se por realizar um estudo 
comparativo empregando quatro geometrias microfluídicas, com o objetivo de avaliar 
as diferentes condições de mistura em microcanais.  
Logo, além do Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no formato T simples 
(DFHT) anteriormente apresentado, foram construídos outros três tipos de 
microdispositivos de PDMS/vidro, que serão denotados como: (i) Dispositivo de 
Focalização Hidrodinâmica no formato T Longo (DFHTL); (ii) Dispositivo com 
Projeção de Cotovelos (DPC); e (iii) Dispositivo com Projeção de Cotovelos e 
Barreiras (DPCB) no canal microfluídico (Figura 14). 
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Figura 14 – Esquema representando as geometrias dos dispositivos microfluídicos investigados: 
(A) Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no formato T simples (DFHT); (B) Dispositivo de 
Focalização Hidrodinâmica no formato T longo (DFHTL); (C) Dispositivo com Projeção de Cotovelos 
(DPC); (D) Dispositivo com Projeção de Cotovelos e Barreiras (DPCB). Todos os microcanais 
apresentam dimensões de 140 µm, exceto para (D) DPCB que também possui regiões de constrição 
de 70 µm nos microcanais. 
 
Tendo como base o DFHT (Figura 14A), que possui comprimento de canal de 
aproximadamente 34 mm a partir da região de focalização, construiu-se o Dispositivo 
de Focalização Hidrodinâmica no formato T Longo (DFHTL) (Figura 14B), que 
apresenta um comprimento mais extenso, de aproximadamente 145 mm, 
aumentando, consequentemente, o tempo de residência das moléculas no canal 
microfluídico. Assim, este dispositivo longo foi empregado para realizar uma 
comparação quanto à condição de mistura desenvolvida no dispositivo simples 
(DFHT). 
O Dispositivo com Projeção de Cotovelos (DPC) (Figura 14C) foi construído 
com a finalidade de verificar a influência do emprego de obstáculos promotores de 
advecção caótica no aprimoramento da mistura do processo microfluídico de 
produção de nanopartículas CHI/ATP. A partir da projeção de cotovelos, a 
modificação da geometria microfluídica pode gerar componentes de fluxo transversal 
provenientes da advecção caótica, aumentando a área interfacial entre os fluidos e 
aprimorando a mistura do sistema (CAPRETTO et al., 2011; NGUYEN; WU, 2005). 
Assim, é possível avaliar e comparar os efeitos da mistura sobre as características 
físico-químicas finais das nanopartículas produzidas. 
O Dispositivo com Projeção de Cotovelos e Barreiras (DPCB) (Figura 14D) foi 
descrito por Balbino, Azzoni e De la Torre (2013), que realizaram um estudo 
comparativo da complexação eletrostática entre lipossomas catiônicos e ácidos 
nucleicos em microfluídica empregando as geometrias DFHT e DPCB. Segundo os 
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autores, enquanto no DFHT a mistura é regida, predominantemente, pela difusão, o 
DPCB possui regiões de constrição e expansão, decorrentes das barreiras 
construídas com diferentes larguras do canal microfluídico de 70 a 140 µm, que 
podem favorecer a ocorrência de advecção caótica, aprimorando a mistura do 
sistema.  
Enquanto em sistemas em macroescala a mistura é realizada pelo regime 
turbulento através da forte contribuição convectiva, em dispositivos microfluídicos os 
fluidos escoam em regime laminar e a mistura ocorre por forte influência da difusão 
molecular (BJÖRNMALM; YAN; CARUSO, 2014; LEE et al., 2011; WHITESIDES, 
2006). Balbino, Azzoni e De la Torre (2013), que compararam o processo 
microfluídico de complexação de lipossomas e DNAp para o DFHT e o DPCB, 
relatam que o último apresentou maiores valores quanto ao número de Reynolds 
(Re) e à taxa de cisalhamento de parede. Esses fatores evidenciam que as barreiras 
projetadas no DPCB promoveram o desenvolvimento de uma melhor condição de 
mistura neste dispositivo. 
A partir disso, a produção de nanopartículas CHI/ATP foi investigada 
mantendo as mesmas condições dos estudos anteriores (Sistema FCAC, FRR = 1,3, 
RCHI/ATP = 0,5; QH2O = 40 µL/min e QCHI  = QATP = 25 µL/min) para as quatro 
geometrias microfluídicas apresentadas. 
Assim como para a produção de nanopartículas no DFHT mostrada 
anteriormente (Figura 11), o emprego do DFHTL não resultou na formação de 
precipitados CHI/ATP nos microcanais, como pode ser observado pela Figura 15. 
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Figura 15 – Imagens de microscópio (aumento de 10x) obtidas após 20 min de processamento da 
produção de nanopartículas CHI/ATP através do sistema FCAC para RCHI/ATP = 0,5, em diferentes 
comprimentos do Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no formato T Longo (DFHTL). Condições 
de FRR = 1,3: focalização de corrente aquosa central (QH2O = 40 µL/min e pH 4,0) por correntes 
laterais de CHI (CCHI = 0,5 mg/mL e QCHI = 25 µL/min) e ATP (CATP = 1,0 mg/mL e QATP = 25 µL/min). 
Barras de escala correspondem a 100 µm. 
 
A Figura 15 evidencia que a produção de nanopartículas CHI/ATP no DFHTL 
ocorre de forma similar ao processo no DFHT (Figura 11), revelando que o maior 
comprimento de canal e o maior tempo de residência das partículas no dispositivo 
não influenciam na precipitação de CHI/ATP nos microcanais. Para essas condições, 
os tempos de residência foram de 0,2 s para o DFHT e de 0,7 s para o DFHTL. O 
tempo de residência foi determinado a partir do conhecimento da velocidade de 
escoamento do sistema (Anexo 1) e do comprimento de canal para cada geometria 
estudada. 
Porém, apesar da condição de mistura nesses dois sistemas ser bastante 
semelhante, as nanopartículas obtidas no DFHTL diferenciaram no diâmetro e 
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polidispersidade quando comparadas às obtidas no DFHT. Os resultados para 
triplicatas independentes da formação de nanopartículas CHI/ATP no DFHTL 
envolveram nanopartículas de aproximadamente 110 nm de diâmetro médio e PDI 
de 0,06. O menor índice de polidispersidade indica que o maior comprimento de 
canal promoveu a formação de nanopartículas mais monodispersas que no DFHT, 
sugerindo uma ligeira melhoria no processo de produção de nanopartículas de 
CHI/ATP para a relação mássica estudada de RCHI/ATP = 0,5.  
Enquanto as geometrias DFHT e DFHTL não resultaram em precipitação 
(Figura 11 e Figura 15, respectivamente), para os dispositivos com presença de 
obstáculos (DPC e DPCB) foi possível verificar a formação e acúmulo de 
precipitados ao longo dos canais microfluídicos, como apresentado na Figura 16. 
 
 
Figura 16 – Acúmulo de precipitados nos canais microfluídicos durante o processo de produção de 
nanopartículas CHI/ATP para RCHI/ATP de 0,5 pelo sistema FCAC para: (A) e (B) Dispositivo com 
Projeção de Cotovelos (DPC); (C) e (D) Dispositivo com Projeção de Cotovelos e Barreiras (DPCB). 
Imagens de microscópio dos canais microfluídicos obtidas em diferentes tempos: (A) e (C) t=0; (B) e 
(D) t=15 min. Condições de FRR = 1,3: focalização de corrente aquosa central (QH2O = 40 µL/min e 
pH 4,0) por correntes laterais de CHI (CCHI = 0,5 mg/mL e QCHI = 25 µL/min) e ATP (CATP = 1,0 mg/mL 
e QATP = 25 µL/min). Barras de escala correspondem a 100 µm. 
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Os precipitados observados para os dispositivos DPC e DPCB provavelmente 
estão relacionados aos distúrbios no escoamento provenientes dos obstáculos em 
ângulo reto construídos nos microcanais, tanto os cotovelos quanto as barreiras 
empregadas. 
Hossain, Ansari e Kim (2009) investigaram o fluxo e os mecanismos de 
mistura entre água e etanol para três diferentes geometrias microfluídicas de 
dispositivos baseados no formato T, uma delas com uma projeção de cotovelos 
similar ao DPC apresentado e as outras duas compostas por canais em zigue-zague 
e com curvaturas. Os autores relatam que, para valores de número de Reynolds 
(Re) acima de 15, mesmo em regime laminar de escoamento, fluxos de vórtices são 
favorecidos e ocorre uma variação da aceleração das correntes devido às projeções 
de cotovelos, regiões nas quais ocorre uma aceleração do fluxo no canto interno do 
canal e uma desaceleração no canto externo do canal. 
Mengeaud, Josserand e Girault (2002) exploraram as condições de mistura 
de duas correntes de tampão fosfato com e sem fluoresceína em dispositivos 
microfluídicos no formato Y, com projeções de canais em zigue-zague. Os autores 
observaram que a mistura é fortemente dependente das contribuições convectivas 
provenientes de recirculações laminares geradas por cada cotovelo do microcanal. 
Assim, esse fenômeno de recirculação induz à formação de uma componente 
transversal da velocidade, levando à dispersão das espécies da interface para as 
paredes do microcanal (MENGEAUD; JOSSERAND; GIRAULT, 2002). 
Logo, os obstáculos em ângulo reto empregados no DPC e DPCB podem 
promover a sobreposição das correntes de fluxo, propiciando um desbalanceamento 
das concentrações locais das moléculas e a ocorrência de interações eletrostáticas 
em concentrações molares descompensadas. Consequentemente, podem-se formar 
partículas com carga líquida próxima à neutralidade, as quais são mais propensas a 
precipitar no microcanal. A partir disso, com o tempo, pode-se favorecer o 
desenvolvimento de associações intermoleculares, entre as nanopartículas e sua 
vizinhança, levando ao acúmulo de precipitados nos canais microfluídicos (Figura 
16B e D). 
A Figura 16 apresenta que o acúmulo de precipitados nos dispositivos se 
iniciou em um comprimento de canal, a partir da região de focalização, de 
aproximadamente 105 mm para o DPC, e aproximadamente 45 mm para o DPCB. 
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Essa diferença referente ao comprimento de início da precipitação de CHI/ATP 
nestes dispositivos pode estar relacionada a uma maior contribuição convectiva no 
DPCB devido à maior quantidade de obstáculos, aprimorando as condições de 
mistura e favorecendo a precipitação em um menor comprimento de canal quando 
comparado ao DPC. 
Pode-se notar, ainda, que a precipitação verificada para estes dispositivos 
(Figura 16) é diferente da formação de filmes observada quando empregado o 
sistema de focalização simples (FS) (Figura 9). Isso se deve principalmente ao modo 
de contato entre CHI e ATP no sistema FCAC, no qual a corrente aquosa central 
propicia um contato conduzido intrinsicamente pela difusão e pela associação 
eletrostática das moléculas. Consequentemente, evita-se a reticulação imediata de 
quitosana e a formação e acúmulo de filmes nos microcanais.  
Para melhor investigar as condições dinâmicas de mistura nos dispositivos 
microfluídicos, foram realizados ensaios de fluorescência para as quatro geometrias. 
Nestes ensaios, empregou-se uma corrente central de água ultrapura e correntes 
laterais de corante sulforodamina B (0,1 mM), mimetizando os componentes CHI e 
ATP estudados. 
Foram exploradas as mesmas condições que os ensaios previamente 
apresentados: QT de 90 µL/min e razão entre taxas de fluxo de FRR de 1,3. Logo, 
realizou-se a focalização de uma corrente aquosa central na vazão de 
QH2O = 40 µL/min por correntes laterais de sulforadamina B na vazão de QROD = 
25 µL/min. As imagens foram obtidas por microscópio de epifluorescência e estão 
apresentadas na Figura 17. 
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Figura 17 – Ensaios de fluorescência para avaliação das condições dinâmicas de mistura nas quatro 
geometrias estudadas: (a) DFHT, (b) DFHTL, (c) DPC e (D) DPCB. Os comprimentos de canal 
referentes a cada imagem estão apresentados na figura. O processo consistiu na focalização 
hidrodinâmica de corrente central de água (QH2O = 40 µL/min) por duas correntes laterais do corante 
sulforodamina B (QROD = 25 µL/min). 
 
Pode-se verificar pela Figura 17A que, no DFHT, devido à mistura dos fluidos 
ser baseada predominantemente no gradiente difusivo do corante por entre a 
corrente central de água, foi possível verificar somente uma mistura parcial das 
moléculas, não sendo possível observar a difusão completa do corante por entre a 
corrente aquosa no final do canal microfluídico (Figura 17A). 
Para aprimorar a mistura nos sistemas empregando o DFHT, trabalhar em 
uma condição de maior número de Reynolds pode favorecer a ocorrência de vórtices 
e a sobreposição das correntes de fluxo, melhorando a dispersão dos fluidos no 
microcanal (BOTHE; STEMICH; WARNECKE, 2006; CAPRETTO et al., 2011). Jahn 
et al. (2010) investigaram a formação de lipossomas em duas diferentes geometrias 
de dispositivos microfluídicos baseados em focalização hidrodinâmica: no formato T 
simples e em Y, ambas com três correntes de entrada. Os autores observaram que a 
mistura foi aprimorada pelo aumento da velocidade de escoamento do sistema, 
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parâmetro microfluídico que é diretamente proporcional ao Re, o que pode favorecer 
as contribuições convectivas do sistema e o consequente aprimoramento da mistura. 
Por outro lado, foi possível observar que o DFHTL promoveu a difusão 
completa das correntes de rodamina por entre a corrente aquosa a partir do 
comprimento de canal de aproximadamente 110 mm (Figura 17B). Logo, o maior 
comprimento de canal também favoreceu, provavelmente, a ocorrência da mistura 
completa entre as moléculas de CHI e ATP no DFHTL, fator que pode justificar a 
produção de nanopartículas mais homogêneas e com menor índice de 
polidispersidade, quando comparadas ao processo realizado no DFHT, no qual não 
foi possível observar uma mistura completa entre as correntes. 
Para o DPC (Figura 17C), o aprimoramento da mistura se mostrou sutil, 
verificando-se a ocorrência de mistura completa dos fluidos a partir do comprimento 
de aproximadamente 105 mm, próximo à região onde se iniciou o acúmulo de 
precipitados (Figura 16). Nesse caso, a condição dinâmica de mistura mais 
aprimorada que o DFHT e o DFHTL se deve, provavelmente, às projeções de 
cotovelos, os quais podem proporcionar a ocorrência de choques e acarretar uma 
maior influência de contribuições convectivas na mistura do sistema, tanto pela 
velocidade de escoamento quanto pelos obstáculos do canal. Hossain, Ansari e Kim 
(2009), que estudaram a mistura entre água e etanol para dispositivos microfluídicos 
baseados no formato T com três diferentes projeções de microcanais, observaram 
que a geometria com cotovelos, similar ao DPC, apresentou um maior 
aprimoramento de mistura devido ao maior comprimento de canal para essa 
geometria, o que acarretou um maior tempo de residência no microcanal e um 
aperfeiçoamento da mistura do sistema.  
Por fim, para o DPCB, foi possível observar que o caminho difusivo 
desempenhado pela corrente central de água sofreu uma redução de sua largura 
(wf) a partir do momento em que os fluidos entraram na região com barreiras, 
evidenciando o desenvolvimento de uma mistura mais eficiente e aperfeiçoada para 
esse sistema. De fato, para esse sistema, considerando o maior diâmetro hidráulico 
do sistema devido à projeção dos obstáculos, obteve-se um maior valor para o 
número de Reynolds, de Re = 26,3, similar ao reportado por Balbino, Azzoni e De la 
Torre (2013) para a mesma geometria, sugerindo um aumento da mistura do 
sistema, quando comparado ao DFHT, sem causar a transição do regime laminar de 
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escoamento. Além disso, em comprimento próximo de 45 mm, no qual foi observada 
a precipitação de CHI/ATP no microcanal (Figura 16), o corante se apresentava 
totalmente difundido no microcanal (Figura 17D), sugerindo a ocorrência de uma 
mistura completa entre CHI e ATP a partir desse comprimento de canal 
microfluídico. 
A partir da análise das condições dinâmicas de mistura nesses sistemas, 
pode-se verificar que as regiões que demonstraram apresentar uma mistura 
completa do corante com a corrente aquosa acarretaram na precipitação de 
nanopartículas para os dispositivos com obstáculos (DPC e DPCB), mas não para o 
DFHTL. Considerando que o DFHTL promove um escoamento contínuo com uma 
distribuição mais homogênea das moléculas, essa precipitação verificada nos 
dispositivos DPC e DPCB, provavelmente, está aliada aos distúrbios no escoamento 
promovidos pela projeção de obstáculos, considerando os cotovelos e as barreiras, 
no percurso dos microcanais. Como comentado anteriormente, estes distúrbios 
podem promover a sobreposição das linhas de fluxo das correntes laterais de CHI e 
ATP, ocasionando um desbalanceamento das concentrações locais das moléculas e 
favorecendo a formação e precipitação de nanopartículas com carga líquida próxima 
a zero. Logo, essas geometrias microfluídicas promoveram uma associação não 
homogênea e ineficaz entre as moléculas de CHI e ATP, resultando em um termo de 
acúmulo de matéria nesses sistemas. 
Assim, essa análise demonstrou que os dispositivos DPC e DPCB não foram 
adequados para a produção de nanopartículas de CHI por gelificação ionotrópica 
com ATP devido às condições dinâmicas de mistura nesses sistemas. Por fim, o 
controle sobre a mistura do sistema se mostrou um fator fundamental para o 
sucesso do processo microfluídico de formação de nanopartículas de quitosana.  
A Tabela 1 a seguir apresenta um quadro geral com os dispositivos 
microfluídicos e as diferentes condições de mistura avaliadas neste trabalho. 
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Tabela 1 – Quadro geral resumindo os dispositivos microfluídicos e as condições de mistura avaliadas 
nesta pesquisa. 
Dispositivo 
Sistema e Modo 
de Contato 
Avaliação Geral 
Nanopartículas 
CHI/ATP 
  
 
RCHI/ATP = 0,5 
d = 144,0±3,7 nm 
PDI = 0,09±0,03 
ζ = 11,3±0,5 mV 
   
RCHI/ATP = 0,5 
d = 85,2±15,2 nm 
PDI = 0,10±0,02 
ζ = 13,2±1,4 mV 
   
RCHI/ATP = 0,5 
d = 109,5±6,4 nm 
PDI = 0,06±0,03 
ζ = 13,4±0,3 mV 
   
RCHI/ATP = 0,5 
d = 123,0±7,4 nm 
PDI = 0,08±0,03 
ζ = 13,9±0,3 mV 
   
RCHI/ATP = 0,5 
d = 226,9±48,8 nm 
PDI = 0,15±0,04 
ζ = 15,4±0,1 mV 
 
Tendo em vista a Tabela 1, pode-se observar que os dispositivos mais 
adequados para a produção de nanopartículas de quitosana foram os baseados em 
focalização hidrodinâmica (DFHT e DFHTL), empregando o sistema FCAC, nos 
quais a mistura é influenciada fortemente pela difusão das moléculas de CHI e ATP 
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por entre uma corrente aquosa central. Considerando as características físico-
químicas das nanopartículas obtidas para estes dispositivos, ambos os sistemas 
resultaram em populações monodispersas e se mostraram apropriados para a 
produção de nanopartículas CHI/ATP em microfluídica. Porém, por ser uma 
geometria microfluídica típica e amplamente empregada, o DFHT foi selecionado 
para a subsequente avaliação dos parâmetros envolvidos na produção de 
nanopartículas CHI/ATP em dispositivos microfluídicos. 
A partir disso, a configuração de processo selecionada para o estudo da 
formação de nanopartículas de CHI/ATP foi baseada no sistema FCAC empregando 
o DFHT, como ilustrado na Figura 18. 
 
 
Figura 18 – Ilustração das correntes empregadas no sistema de Focalização com Corrente Aquosa 
Central (FCAC) no Dispositivo de Focalização Hidrodinâmica no formato T simples (DFHT) para 
produção de nanopartículas CHI/ATP. Imagem ampliada obtida por fluorescência empregando 
correntes laterais compostas por corante fluorescente sulforodamina B. 
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4.2 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DO PROCESSO DE PRODUÇÃO DE 
NANOPARTÍCULAS CHI/ATP 
 
 
A partir da seleção da configuração de processo microfluídico baseado na 
Focalização com Corrente Aquosa Central (FCAC), empregando o DFHT (Figura 
18), a próxima etapa foi direcionada para a avaliação dos parâmetros de processo, 
como concentração e relação mássica de quitosana e ATP. Essa etapa tem como 
objetivo fornecer uma visão geral da formação de nanopartículas CHI/ATP, de modo 
a possibilitar a análise, otimização e seleção das melhores condições de processo. 
Após a avaliação prévia das vazões de processo a serem estudadas (Figura 
12), estabeleceu-se a manutenção do processo microfluídico empregando 
FRR = 1,3, no qual uma corrente central de água acidificada (pH 4,0) na vazão de 
QH2O = 40 µL/min é hidrodinamicamente comprimida por correntes laterais de CHI e 
ATP nas vazões de QCHI = QATP = 25 µL/min. 
 
 
4.2.1 Influência da Concentração de Quitosana na Formação de 
Nanopartículas 
 
 
Visando à determinação das concentrações de quitosana e ATP a serem 
empregadas no processo de produção de nanopartículas CHI/ATP, investigou-se a 
influência do aumento de concentração de quitosana nas características físico-
químicas das nanopartículas resultantes. 
Para isso, foram produzidas por processo microfluídico nanopartículas para 
três relações mássicas selecionadas de RCHI/ATP = 0,5, 1,0 e 1,5. Para avaliar a 
influência da concentração, foram empregadas três concentrações distintas de 
quitosana de CCHI = 0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL e foram preparadas soluções de ATP na 
concentração necessária para resultar nas relações mássicas de interesse. Como 
comentado anteriormente, para todas as condições, o processo microfluídico foi 
realizado no sistema FCAC, empregando corrente central de água acidificada na 
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vazão de 40 µL/min, sendo hidrodinamicamente comprimida por correntes laterais 
de CHI e ATP nas vazões de 25  µL/min. 
Para realizar este estudo, verificou-se que o aumento da concentração de 
quitosana no sistema acarreta em um aumento da concentração de ATP a ser 
empregada, de forma a manter a relação mássica estudada. Dessa forma, eleva-se 
a concentração total do sistema na produção de nanopartículas para uma mesma 
condição de relação mássica CHI/ATP. 
Logo, os efeitos no tamanho, índice de polidispersidade e potencial zeta das 
nanopartículas podem ser compreendidos como decorrência do aumento da 
concentração total do sistema. As características físico-químicas das nanopartículas 
CHI/ATP obtidas estão representadas graficamente na Figura 19. 
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Figura 19 – Influência da concentração de quitosana e ATP (QCHI = QATP = 25 µL/min) na formação de 
nanopartículas CHI/ATP por processo microfluídico, empregando sistema de focalização com 
corrente aquosa central (QH2O = 40 µL/min). As condições RCHI/ATP = 0,5 e CCHI = 0,5 mg/mL; RCHI/ATP = 
1,0 e CCHI = 1,0 mg/mL; RCHI/ATP = 1,5 e CCHI = 1,5 mg/mL, correspondem às nanopartículas referentes 
à utilização de CATP = 1,0 mg/mL, também estudadas posteriormente na Figura 20. (*) Representam 
valores significativamente diferentes (p<0,05) entre os pares. 
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Analisando a Figura 19a, verifica-se que o aumento da concentração total do 
sistema levou ao aumento do tamanho das nanopartículas para todas as RCHI/ATP 
estudadas. Isso está de acordo com Bulmer, Margaritis e Xenocostas (2012), que 
estudaram a caracterização de nanopartículas CHI/TPP para relações mássicas 
RCHI/TPP entre 3,0 e 7,0, visando sua aplicação para sistemas de liberação 
sustentada do fármaco eritropoetina humana recombinante. Os autores relatam o 
aumento do tamanho concomitante ao aumento da concentração de quitosana (0,5-
3,0 mg/mL de quitosana de média massa molar) para todas as relações mássicas 
estudadas, mencionando ainda a formação de grandes agregados instáveis quando 
trabalharam com maiores concentrações de quitosana para RCHI/TPP de 6,0 e 7,0. 
Esse aumento no tamanho das nanopartículas pode ser justificado pelas 
diferentes interações polímero-polímero resultantes do aumento da concentração do 
sistema. Segundo Evans e Wennerström (1999), em soluções poliméricas semi-
diluídas, as interações intermoleculares e a sobreposição de cadeias passam a 
desempenhar papel importante no sistema. Portanto, o aumento da concentração 
também reflete em como o sistema se complexa. Na presença de cadeias 
poliméricas mais interligadas, o agente reticulante será capaz de complexar uma 
proporção mais alta de polímero por partícula, levando ao aumento do tamanho das 
nanopartículas observadas.  
Esse fenômeno também pode justificar o aumento do PDI (Figura 19b) em 
condições de mesma RCHI/ATP, pois para soluções mais concentradas e, 
consequentemente, polímeros mais associados, a complexação entre quitosana e 
ATP será menos uniforme, resultando em populações mais heterogêneas. Exceto 
para a condição de RCHI/ATP = 1,5 e CCHI = 0,5 mg/mL, para a qual, devido à 
formação de agregados no tubo de coleta, ocorreu um aumento do PDI e, 
consequentemente, da heterogeneidade das nanopartículas desta condição. 
O potencial zeta (Figura 19c) apresentou um incremento linear proporcional 
ao aumento da RCHI/ATP, resultado esperado pelo maior conteúdo de cargas positivas 
de quitosana nas partículas. Porém, o aumento da concentração total do sistema 
para uma mesma relação mássica revelou causar a diminuição do potencial zeta, 
com exceção da condição de agregação anteriormente comentada (RCHI/ATP = 1,5 e 
CCHI = 0,5 mg/mL). Essa redução do potencial zeta também pode ser atribuída ao 
modo de complexação CHI/ATP em sistemas mais concentrados. Provavelmente, o 
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aumento da interação polímero-polímero pode ter levado à menor exposição das 
aminas protonadas provenientes da quitosana no arranjo final da nanopartícula 
CHI/ATP, acarretando em cargas superficiais ligeiramente inferiores.  
Os menores diâmetros encontrados para as nanopartículas de RCHI/ATP = 1,0, 
quando comparados às RCHI/ATP = 0,5 e 1,5, foram posteriormente confirmados com 
a avaliação da variação de relações mássicas na formação de nanopartículas 
CHI/ATP.  
Por fim, para minimizar efeitos de aumento de concentração total do sistema 
e possibilitar o estudo da variação das RCHI/ATP na produção de nanopartículas 
CHI/ATP, fixou-se a concentração de ATP em 1,0 mg/mL, como empregado por 
Majedi et al. (2012). A partir disso, realizou-se um estudo comparativo quanto à 
produção de nanopartículas de quitosana através dos processos microfluídico e 
bulk, quanto ao efeito da variação de relação mássica CHI/ATP. 
 
 
4.2.2 Comparação entre Processo Microfluídico e Bulk 
 
 
A investigação das condições de produção de nanopartículas CHI/ATP foi 
realizada fixando-se a concentração de ATP em 1,0 mg/mL e variando a 
concentração de entrada de quitosana de 0,25 a 2,5 mg/mL, para os processos bulk 
e microfluídico. Dessa forma, foram avaliadas as características físico-químicas das 
nanopartículas CHI/ATP formadas entre as relações mássicas CHI/ATP (RCHI/ATP) de 
0,25 a 2,5 (m/m). 
Os resultados para diâmetro hidrodinâmico médio (ponderado por número de 
partículas), índice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta das nanopartículas 
produzidas estão apresentados na Figura 20. 
Relações mássicas CHI/ATP superiores de RCHI/ATP = 4,0, 5,0 e 6,0 (m/m) 
também foram avaliadas, porém foram formadas partículas com tamanho a partir de 
700 nm e PDI acima de 0,4. Assim, estas não estariam em condições adequadas 
para os ensaios subsequentes de incorporação de DNA e transfecção celular e, 
portanto, não estão apresentadas neste trabalho. 
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Figura 20 – Comparação entre os métodos microfluídico (●) e convencional (bulk) (▲) para a 
produção de nanopartículas CHI/ATP. Caracterização físico-química quanto a: (a) Diâmetro 
hidrodinâmico, (b) Índice de Polidispersidade e (c) Potencial Zeta. Para todas as relações mássicas, 
as nanopartículas CHI/ATP foram produzidas por sistema microfluídico FCAC em dispositivo FHS 
empregando QH2O = 40 µL/min e QCHI = QATP = 25 µL/min, variando-se nas correntes de entrada a 
concentração de quitosana em função da concentração de ATP fixa em 1,0 mg/mL. As barras de 
erros correspondem ao desvio padrão de triplicatas independentes. (*) Representam valores 
significativamente diferentes (p<0,05) para uma mesma relação mássica comparados entre os 
processos bulk e microfluídico. 
 
Em geral, observa-se pela Figura 20 que os resultados obtidos para as 
nanopartículas CHI/ATP produzidas por bulk e microfluídica foram bastante 
semelhantes. No entanto, pode-se destacar que a polidispersidade (Figura 20b) do 
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sistema microfluídico se mostrou estatisticamente menor para RCHI/ATP entre 1,25 e 
2,0. Para o sistema microfluídico, apenas as nanopartículas obtidas para a maior 
relação mássica (RCHI/ATP = 2,5) obtiveram PDI superior a 0,3, o que pode ser 
verificado no processo bulk a partir de RCHI/ATP = 1,5. Evidencia-se, portanto, que o 
processo microfluídico foi capaz de gerar nanopartículas mais homogêneas em 
condições de maior relação mássica CHI/ATP. 
Esse é um aspecto importante tendo em vista a aplicação das nanopartículas 
como vetores não virais de liberação gênica, para a qual a carga superficial positiva 
da partícula desempenha um papel importante na adesão à membrana celular 
negativa. Como é possível observar pela Figura 20c, o potencial zeta das partículas 
aumenta proporcionalmente com o aumento da relação mássica, para ambos os 
processos, apresentando valores superiores a 30 mV a partir de RCHI/ATP = 1,25. 
Dessa forma, para as nanopartículas de relações mássicas superiores a 
RCHI/ATP = 1,25 produzidas pelo processo microfluídico, os valores de PDI 
significativamente inferiores tornam-se fatores determinantes na seleção da melhor 
configuração para a produção de nanopartículas CHI/ATP com características 
adequadas para ensaios biológicos. 
Quanto ao tamanho das nanopartículas, pode-se observar a diminuição do 
diâmetro hidrodinâmico das partículas com o aumento da RCHI/ATP até um valor 
crítico em torno de 45 nm, encontrado para RCHI/ATP = 1,0, após a qual o aumento da 
relação mássica leva à geração de nanopartículas maiores. Essa tendência na 
formação de nanopartículas CHI/ATP também é relatada por Giacalone, Fattal e 
Hillaireau (2013), que realizaram um estudo comparativo da produção de 
nanopartículas de quitosana por reticulação com moléculas contendo grupo 
trifosfato, incluindo ATP, tripolifosfato de sódio (TPP) e trifosfato de azidotimidina 
(AZT-TP), utilizando quitosana de baixa viscosidade em processo bulk. Nesse 
estudo, os autores relatam a formação das menores nanopartículas para relações 
mássicas “N/P”, referentes à razão entre a concentração de quitosana e de 
moléculas contendo grupo trifosfato, próximas a 1,0, assim como observado na 
Figura 20a. Para relações mássicas inferiores, os autores descrevem o aumento do 
tamanho das nanopartículas acompanhado pelo aumento da turbidez das amostras, 
apresentando um aspecto leitoso, até atingir as menores relações mássicas do 
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sistema, para as quais ocorreu a formação e sedimentação de agregados 
macroscópicos. 
O aumento do tamanho e a presença de aspecto leitoso para as menores 
relações mássicas RCHI/ATP também foram verificados experimentalmente no 
presente estudo, tanto para as amostras produzidas em bulk quanto em 
microfluídica. No entanto, não foram formados agregados macroscópicos para as 
relações mássicas estudadas. 
Apesar de o processo de produção de nanopartículas CHI/ATP em bulk ter se 
mostrado reprodutível, este método é realizado manualmente de forma pouco 
controlada e se baseia na mistura caótica entre as moléculas de quitosana e ATP. 
Logo, além de estar susceptível à experiência do operador, este processo pode levar 
a variações entre bateladas e depende da realização de uma metodologia bem 
estabelecida para garantir a reprodutibilidade do processo (GRIGSBY et al., 2013; 
LU et al., 2014). 
Por outro lado, os dispositivos microfluídicos despertam interesse por serem 
capazes de automatizar os processos de produção, minimizando fatores humanos e 
realizando a síntese de produtos com uniformidade (LU et al., 2014). Desse modo, 
além de permitir elevada produtividade por se tratar de um processo contínuo, o 
emprego de tecnologias microfluídicas na fabricação de nanopartículas pode 
promover maior reprodutibilidade e maior controle dos parâmetros do sistema (BABU 
et al., 2014). Torna-se possível, portanto, a superação de obstáculos existentes nos 
métodos convencionais (bulk) de produção de nanopartículas, como processos com 
reprodução do tamanho e estrutura de partícula, do índice de polidispersidade, do 
potencial zeta e da fluidodinâmica do sistema (KHAN et al., 2013; ZHAO et al., 2011) 
Portanto, os experimentos realizados demonstraram a viabilidade de 
produção de nanopartículas CHI/ATP por processo microfluídico em dispositivo 
baseado em focalização hidrodinâmica no formato T simples empregando o sistema 
de focalização com corrente aquosa central (FCAC). 
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4.2.3 Seleção de Nanopartículas CHI/ATP 
 
 
Após a avaliação dos parâmetros de processo para produção de 
nanopartículas CHI/ATP, foram selecionadas nanopartículas obtidas pelo sistema 
microfluídico de duas relações mássicas distintas, RCHI/ATP = 1,0 e 1,7, para estudos 
posteriores de análise de incorporação de DNA e de transfecção celular. 
As partículas de RCHI/ATP = 1,7 apresentaram as melhores características 
físico-químicas (Tabela 2) para avaliação de incorporação de DNA, principalmente 
pelo potencial zeta elevado e pelo diâmetro em uma faixa adequada para posterior 
liberação gênica (HUANG et al., 2005). 
A seleção das partículas de RCHI/ATP = 1,0 foi motivada pela realização de um 
estudo comparativo quanto ao tamanho e potencial zeta das nanopartículas na 
formação de poliplexos DNAp-CHI/ATP. A Tabela 2 apresenta as características 
físico-químicas das nanopartículas selecionadas. 
 
Tabela 2 – Caracterização físico-química das nanopartículas CHI/ATP selecionadas para 
incorporação de DNAp. 
RCHI/ATP (m/m) Diâmetro
(i) (nm±DP) PDI (PDI±DP) ζ (mV±DP) 
1,00 46,8 ± 4,9 0,22 ± 0,01 23,7 ± 0,6 
1,70 181,4 ± 58,7 0,28 ± 0,01 43,8 ± 1,2 
(i) Diâmetro hidrodinâmico médio ponderado por número de partículas; 
DP representa o desvio padrão para triplicatas independentes. 
 
Com o propósito de investigar a distribuição de tamanho obtida pela técnica 
de espalhamento de luz dinâmico para as duas condições de nanopartículas 
CHI/ATP selecionadas, realizou-se uma comparação entre as distribuições por 
intensidade e número de partículas, como apresentado na Figura 21.  
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Figura 21 – Distribuição de tamanho por intensidade e número de nanopartículas CHI/ATP para 
relações mássicas de: (a) RCHI/ATP = 1,0 e (b) RCHI/ATP = 1,7. Nanopartículas CHI/ATP produzidas por 
sistema microfluídico FCAC em dispositivo FHS empregando QH2O = 40 µL/min e QCHI = QATP = 25 
µL/min. As linhas representam distribuições de tamanho para três experimentos independentes. 
 
A técnica de espalhamento de luz dinâmico se baseia na medida do 
movimento Browniano das partículas, calculando seu diâmetro hidrodinâmico a partir 
da difusão da partícula no sistema fluido. Dessa forma, o movimento constante 
intrínseco às partículas acarreta a variação de suas posições relativas, levando a 
contínuas flutuações da intensidade de luz espalhada (PECORA, 2000). 
Além disso, como a intensidade de luz espalhada é proporcional ao diâmetro 
elevado à sexta potência, essa análise reflete principalmente na presença de 
partículas. No entanto, a ponderação dessa análise para distribuição por número de 
partículas, o qual é diretamente proporcional ao diâmetro, permite a verificação das 
populações relevantes na solução (BALBINO et al., 2012; EGELHAAF et al., 1996; 
SIPOLI et al., 2015b). 
Dessa forma, observando as distribuições apresentadas na Figura 23, pode-
se verificar que a condição de RCHI/ATP = 1,0 promoveu a formação de partículas 
mais uniformes, tanto pela análise por intensidade quanto por número, o que reflete 
no valor mais baixo de índice de polidispersidade (Tabela 2). A condição de 
RCHI/ATP = 1,7, por outro lado, apresentou a formação de maiores agregados, o que 
pode ser verificado pelos picos em maiores diâmetros na análise por intensidade de 
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luz espalhada, acarretando o índice de polidispersidade mais elevado. Porém, a 
distribuição por número de partículas para essa condição (Figura 23b), demonstra 
que a população relevante se dá em partículas na faixa de 180 nm, como descrito na 
Tabela 2. 
 
 
4.2.3.1 Análise Morfológica das Nanopartículas CHI/ATP 
 
 
Com o objetivo de complementar a caracterização das nanopartículas 
formadas em processo microfluídico para RCHI/ATP = 1,0 e RCHI/ATP = 1,7, a morfologia 
das nanopartículas CHI/ATP foi investigada por microscopia eletrônica de 
transmissão (MET). A análise por microscopia pode fornecer informações quanto à 
verificação de tamanho e determinação da forma e estrutura das nanopartículas 
produzidas, como apresentado na Figura 22. 
 
 
Figura 22 – Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET), operando a 60kV e 
com magnificação de 100.000x, das nanopartículas CHI/ATP formadas para as relações mássicas: 
(A-C) RCHI/ATP = 1,00; (D-F) RCHI/ATP = 1,7. Nanopartículas CHI/ATP produzidas por sistema 
microfluídico FCAC em DFHT empregando QH2O = 40 µL/min e QCHI = QATP = 25 µL/min. As imagens 
representam nanopartículas CHI/ATP de triplicatas independentes. Barras de escala correspondem a 
200 nm. 
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A partir da Figura 22, foi possível observar que as nanopartículas 
apresentaram forma arredondada e diâmetros médios de 68,4 nm e 155,8 nm, para 
as relações mássicas (RCHI/ATP) de 1,0 e 1,7, respectivamente. Os diâmetros médios 
das nanopartículas foram mensuradas a partir da utilização do software ImageJ. 
Assim, as faixas de tamanho verificadas por microscopia apresentaram uma boa 
correlação com os resultados obtidos por espalhamento de luz dinâmico para as 
referidas relações mássicas (Tabela 2).  
Kang et al. (2012), que estudaram a formação de partículas CHI/ATP para 
modulação a partir de ação enzimática, e Majedi et al. (2012), que empregaram o 
processo microfluídico de FS para formação de CHI/ATP para aplicação com células 
combustíveis, reportam a formação de nanopartículas esféricas. No entanto, Bulmer, 
Margaritis e Xenocostas (2012), ao investigarem a produção de CHI/TPP de 
quitosana de média massa molar em processo bulk, relatam a presença tanto de 
partículas esféricas quanto de partículas alongadas. Da mesma forma, Sipoli et al. 
(2015b) reportam a verificação de partículas arredondadas e alongadas para a 
produção de nanopartículas CHI/TPP através da técnica de variação de temperatura.  
Logo, esta análise permitiu a verificação da morfologia predominantemente 
arredondada das nanopartículas CHI/ATP formadas pelo processo microfluídico 
empregando sistema FCAC e DFHT. A partir disso, as nanopartículas de ambas as 
relações mássicas foram direcionadas para a realização de ensaios de incorporação 
de DNAp e análise subsequente de transfecção in vitro em células HEK 293A.  
 
 
4.3 FORMAÇÃO DE POLIPLEXOS pEGFP-N1-CHI/ATP 
 
 
Até o momento, não há na literatura estudos que investiguem a complexação 
de DNA em nanopartículas CHI/ATP. Todavia, são reportados trabalhos envolvendo 
a incorporação de DNA em nanopartículas CHI/TPP (CSABA; KÖPING-HÖGGÅRD; 
ALONSO, 2009; DE LA FUENTE; SEIJO; ALONSO, 2008; HUANG et al., 2005; 
SIPOLI et al., 2015a, 2015b), que serão explorados neste trabalho como base de 
comparação. 
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Segundo Csaba, Köping-Höggård e Alonso (2009), as motivações para 
estudar a incorporação de DNA nas nanopartículas de quitosana abrangem 
vantagens oferecidas pelos carreadores catiônicos, como proteção do DNAp livre 
contra degradação in vivo, domínio sobre a carga superficial da partícula para 
aprimorar a interação com superfícies biológicas e maior controle sobre o processo 
de liberação de ácidos nucleicos. Além disso, os carreadores catiônicos são 
bastante empregados em terapia gênica devido à sua carga superficial positiva que, 
além de possibilitar a interação com os ácidos nucleicos, também facilitam sua 
adesão à membrana celular negativa no momento da transfecção (DE LA FUENTE; 
SEIJO; ALONSO, 2008; GAN et al., 2005).  
 
 
4.3.1 Propriedades Físico-Químicas dos Poliplexos 
 
 
Após a produção das nanopartículas CHI/ATP em dispositivos microfluídicos 
e a seleção das melhores condições de processo, foram definidas as nanopartículas 
de RCHI/ATP = 1,0 e 1,7 (Tabela 2) para avaliação da incorporação de DNA, visando 
estudos subsequentes de transfecção in vitro. 
Esse estudo comparativo foi realizado, portanto, para avaliar a influência do 
tamanho inicial da partícula, índice de polidispersidade e potencial zeta tanto na 
formação dos poliplexos quanto em sua posterior transfecção. As concentrações de 
DNA estudadas foram baseadas em Sipoli et al. (2015b), que avaliaram a 
complexação de DNA com nanopartículas CHI/TPP empregando 10 e 40% de DNA 
(DNA/CHI m/m). Assim, estabeleceu-se a investigação preliminar de poliplexos 
DNAp-CHI/ATP formados por 36% de DNA, como forma de comparação. 
Além disso, buscou-se investigar condições de excesso de DNA para avaliar 
a capacidade máxima de incorporação de DNA plasmidial na formação de poliplexos 
DNAp-CHI/ATP. Foram investigadas as proporções de 72 e 144% de DNAp, 
correspondentes a concentrações superiores em duas e quatro vezes, 
respectivamente, à condição de 36% de DNAp. Porém, devido ao potencial zeta das 
nanopartículas de RCHI/ATP = 1,0 ser mais baixo, por volta de ζ = 25 mV (Tabela 2), e 
possivelmente limitante para a subsequente transfecção, para esta condição foi 
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avaliada apenas a incorporação de 36% de DNA/CHI (m/m), enquanto que para 
RCHI/ATP  = 1,7 foram avaliadas as proporções de 36, 72 e 144% de DNAp. 
Os poliplexos foram formados por complexação convencional bulk, em 
agitador do tipo vórtex, entre as nanopartículas previamente formadas em processo 
microfluídico e os plasmídeos pEGFP-N1. No entanto, os poliplexos produzidos com 
72% de DNAp apresentaram formação de agregados, a qual será discutida 
posteriormente, e, por isso, não estão apresentados na avaliação das propriedades 
físico-químicas juntamente com os outros poliplexos. 
Os perfis de distribuição de tamanho para os poliplexos DNAp-CHI/ATP 
formados com 36 e 144% de DNAp, por intensidade e número de partículas, estão 
apresentados na Figura 23. 
 
Figura 23 – Perfis de distribuição de tamanho por espalhamento de luz dinâmico, para intensidade e 
número de partículas, dos poliplexos formados por: (a) RCHI/ATP = 1,0 e DNAp(36%)-CHI/ATP; 
(b) RCHI/ATP = 1,7 e DNAp(36%)-CHI/ATP; (c) RCHI/ATP = 1,7 e DNAp(144%)-CHI/ATP. As linhas 
representam distribuições de tamanho para três experimentos independentes. 
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Avaliando as distribuições apresentadas na Figura 23, pode-se observar que, 
apesar da análise por intensidade revelar flutuações para os complexos de 
RCHI/ATP = 1,7, ambos os poliplexos formados por 36% de DNA (Figura 23 a e b) 
resultaram em populações monodispersas pela distribuição por número de 
partículas. As flutuações das distribuições por número de intensidade para o 
poliplexo formado por 144% de DNA caracteriza uma população mais polidispersa 
(Figura 23c). Essas análises podem ser evidenciadas pela Tabela 3, que apresenta 
as propriedades físico-químicas finais dos poliplexos formados. 
 
Tabela 3 – Propriedades físico-químicas dos poliplexos DNAp-CHI/ATP formados. 
 
(i) Porcentagem de DNAp é relacionada à massa de quitosana no sistema; 
(ii) Diâmetro médio obtido por distribuição por número; 
(iii) p<0,05 indica que os valores comparados são significativamente diferentes. 
Formulação com 72% DNA/CHI resultou em formação de agregados. 
 
De acordo com a Tabela 3, pode-se observar diferentes comportamentos para 
as relações mássicas analisadas quanto ao tamanho dos poliplexos após a 
incorporação de DNAp. Isso ocorre, provavelmente, devido às distintas 
concentrações de quitosana e ATP nas partículas levando à ocorrência de 
interações diferenciadas entre quitosana e DNA.  
Para complexos formados por nanopartículas CHI/ATP de RCHI/ATP = 1,7, foi 
observada a diminuição no tamanho do poliplexo para todas as concentrações de 
DNAp estudadas. Essa diminuição pode estar relacionada à maior concentração de 
quitosana e maior potencial zeta dessas partículas, quando comparadas às de 
relação mássica RCHI/ATP = 1,0, que conferem uma alta carga superficial positiva, 
possibilitando uma interação eletrostática mais forte entre quitosana e DNA. Dessa 
forma, o poliplexo DNA-CHI/ATP formado pode estar mais intrinsicamente ligado, 
levando à diminuição em seu tamanho. 
Isso está em concordância com Mao et al. (2001), que reportam a formação 
de nanopartículas a partir da complexação simples entre quitosana e DNA e relatam 
que o aumento da razão N/P, ou seja, o aumento da concentração de quitosana 
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resulta em uma diminuição do tamanho do complexo CHI-DNA. Csaba, Köping-
Höggård e Alonso (2009) estudaram a complexação de DNA em nanopartículas 
CHI/TPP utilizando quitosana de alta massa molar e observaram que o tamanho das 
nanopartículas diminuiu para concentrações de 5, 10 e 20% de DNA. Da mesma 
forma, Sipoli et al. (2015b) relataram a diminuição do tamanho dos poliplexos para o 
estudo de incorporação de DNA em nanopartículas CHI/TPP utilizando quitosana de 
baixa massa molar.  
Quanto aos poliplexos formados por CHI/ATP de RCHI/ATP = 1,0, as condições 
inferiores de concentração de quitosana na partícula e de potencial zeta podem ter 
levado a uma interação eletrostática mais fraca entre partícula e DNA, formando 
poliplexos maiores e menos intrinsicamente ligados. Além disso, assim como 
descrito por Sipoli et al. (2015b) para poliplexos formados por DNA(10%)-CHI/TPP, o 
ATP em maior concentração nessas partículas pode influenciar em uma 
desestabilização das ligações entre quitosana e DNA, levando possivelmente a uma 
liberação mais facilitada durante a transfecção.  
Os menores valores de PDI após a complexação, exceto para complexos 
DNA(144%)-CHI/ATP, podem apontar que a interação com o DNA resultou na 
formação de complexos mais homogêneos e ideais para investigação de transfecção 
celular. Para poliplexos preparados com 144% de DNA, o aumento no PDI pode 
estar relacionado ao excesso de DNAp em sua composição, que pode estar 
adsorvido na superfície da partícula, promovendo interações eletrostáticas entre 
partículas e a formação de agregados nanoparticulados, resultando em uma mistura 
mais heterogênea. 
A diminuição significativa no potencial zeta é decorrente da neutralização das 
cargas positivas das partículas após interação com as cargas negativas dos ácidos 
nucleicos. Observa-se que para a concentração de 36% de DNAp, ambas as 
partículas apresentaram diminuição do potencial zeta, porém mantendo o poliplexo 
resultante com carga superficial positiva. Para concentração de 144% de DNAp, no 
entanto, obteve-se poliplexos de carga superficial negativa.  
Para lipossomas, carreadores catiônicos lipídicos, a inversão do potencial 
zeta de acordo com a razão molar de cargas catiônicas:aniônicas (R±) é reportada 
na literatura. Balbino et al. (2012) relatam que a tendência do perfil de potencial zeta 
para complexos lipídicos se dá na forma de função sigmoide, para a qual existem 
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três regiões de potencial zeta: região de potencial zeta positivo próximo ao do 
lipossoma; região de isoneutralidade, na qual ocorre a inversão do potencial zeta; e 
região de potencial zeta negativo próximo ao do DNAp livre. Além disso, Jones et al. 
(2000), que exploraram a complexação de diferentes polímeros catiônicos com DNA, 
também reportam a ocorrência de inversão do potencial zeta para os poliplexos, 
dependendo principalmente da relação molar entre polímero e ácido nucleico. 
Apresentando uma tendência semelhante, para os complexos DNAp-CHI/ATP 
estudados, a concentração de 144% de DNA (DNA/CHI m/m) causou a inversão de 
potencial zeta, provavelmente pela adsorção de DNA excedente na superfície do 
poliplexo, devido ao excesso de DNA em sua composição. Apesar de não obterem 
carga superficial positiva para interagir com a membrana negativa das células, esses 
complexos ainda podem ser estudados para transfecção celular, pois provavelmente 
utilizarão mecanismos celulares diferenciados como os utilizados por carreadores 
aniônicos (ROPERT, 1999; WI et al., 2012). 
Como comentado anteriormente, a composição de poliplexos preparada para 
RCHI/ATP = 1,7 com 72% de DNA (DNA/CHI m/m) não está descrita juntamente com 
as outras formulações na Tabela 3 devido à formação de agregados, apresentados 
na Figura 24. 
 
 
Figura 24 – Agregados nos tubos eppendorfs formados para a triplicata da complexação DNAp(72%)-
CHI/ATP, empregando a nanopartícula de RCHI/ATP = 1,7.  
 
Todavia, os sobrenadantes destes poliplexos foram avaliados para melhor 
entendimento do fenômeno ocorrido. As propriedades físico-químicas médias 
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obtidas foram de 156,89 ± 20,32 nm de tamanho, índice de polidispersidade de 
0,43 ± 0,08 e potencial zeta de 16,7 ± 0,5 mV. 
A diminuição do tamanho do poliplexo está de acordo com o que foi 
observado anteriormente para as formulações com 36 e 144% de DNA. Assim, os 
poliplexos formados provavelmente resultam de uma interação eletrostática forte e 
estável entre CHI e DNA. Porém, observando o baixo valor de potencial zeta das 
nanopartículas remanescentes em suspensão, pode-se pressupor que a agregação 
dos complexos DNA(72%)-CHI/ATP seja decorrente de uma provável instabilidade 
coloidal. 
Através do grau de atração/repulsão entre as partículas, o potencial zeta pode 
ser interpretado como um indicativo de estabilidade coloidal de uma suspensão, 
sendo consideradas estáveis as dispersões com potencial zeta acima de ±30 mV 
(BULMER; MARGARITIS; XENOCOSTAS, 2012; WI et al., 2012). A estabilidade 
coloidal é regida por interações fracas de van der Waals, a qual desempenha uma 
força de atração para partículas semelhantes (EVANS; WENNERSTRÖM, 1999). 
Devido ao movimento Browniano, que causa colisões frequentes entre as partículas, 
aquelas com carga superficial próxima à neutralidade podem favorecer um 
predomínio de forças atrativas e levar à geração de agregados (HUNTER, 1993). 
Logo, esse fenômeno pode ser a causa da agregação observada para os 
complexos DNAp(72%)-CHI/ATP, pois o baixo potencial zeta das nanopartículas em 
suspensão juntamente com o alto índice de polidispersidade da amostra podem ser 
indicativos de que a presença de partículas com carga superficial próxima à 
neutralidade tenha levado à atração e à formação de agregados. Essa agregação 
também foi observada por Mao et al. (2001), que relataram que complexos CHI-DNA 
formados com menor razão N/P, obtiveram potencial zeta próximo à neutralidade e 
levaram à formação de grandes agregados. 
Devido à heterogeneidade da amostra, não foi possível avaliar os poliplexos 
DNAp(72%)-CHI/ATP para transfecção in vitro. Dessa forma, a transfecção foi 
investigada para os complexos formados a partir de nanopartículas CHI/ATP de 
RCHI/ATP = 1,0 e 1,7 para 36% de DNAp.  
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4.3.2 Eficiência de Incorporação de DNAp 
 
 
Com o intuito de investigar melhor a capacidade das nanopartículas CHI/ATP 
de realizarem a incorporação DNAp em sua estrutura, realizou-se o ensaio de 
eletroforese em gel de agarose. Esse teste se baseia na separação do DNAp que 
não foi incorporado pelas partículas, que permeia através do gel de agarose em 
direção ao polo positivo e pode ser visualizado através do corante Brometo de 
Etídio. Assim, o conteúdo de DNAp que interagir com as nanopartículas, se mantém 
retido no poço inicial. 
Os complexos analisados neste ensaio, em duplicata, foram os formados por 
nanopartículas de relação mássica CHI/ATP RCHI/ATP = 1,7 com 36 e 144% de DNAp 
(DNA/CHI m/m) e de RCHI/ATP = 1,0 com 36% de DNAp. Foram utilizados como 
controle positivo DNAp livre e como controle negativo a nanopartícula CHI/ATP de 
RCHI/ATP = 1,7. A Figura 25 apresenta o resultado do ensaio de eletroforese em gel de 
agarose, com legenda superior identificando as amostras analisadas. 
 
Figura 25 – Eletroforese em gel de agarose (1,3%) para avaliação da incorporação de DNA nas 
nanopartículas CHI/ATP. Controle (DNA +) composto por DNA livre e (DNA-) somente partículas 
CHI/ATP, seguidos por nanopartículas de RCHI/ATP = 1,7 complexadas com 36% e 144% de DNAp 
(m/m) e por nanopartículas de RCHI/ATP = 1,0 complexadas com 36% DNA (m/m). 
 
Analisando a Figura 25, verifica-se que para todas as condições ocorreu uma 
elevada eficiência de incorporação de DNA nas nanopartículas de CHI/ATP, dado 
que não foi possível observar bandas de DNA permeado entre o gel de agarose para 
as duas condições. As bandas foram quantificadas através do software ImageJ, 
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resultando em eficiências de incorporação de 99,39% ± 0,25 e 99,70% ± 0,23 
(RCHI/ATP = 1,7 e 1,0 respectivamente) para os poliplexos compostos por 36% de 
DNAp. 
Pode-se observar pela Figura 25 a presença de bandas sutis de DNAp no gel 
para a condição de 144% (RCHI/ATP = 1,7), correspondentes à permeação de DNA 
não incorporado através do gel de agarose. Este ensaio, portanto, corroborou a 
condição de excesso de DNAp para essa formulação, o que também pode estar 
relacionado aos resultados obtidos de elevado índice de polidispersidade e potencial 
zeta negativo dos poliplexos formados. Porém, apesar da excedente concentração 
de DNA em sua formulação, a complexação com as nanopartículas também resultou 
em uma elevada eficiência de incorporação de DNA nas nanopartículas CHI/ATP, de 
94,89% ± 0,85 para os poliplexos DNAp(144%)-CHI/ATP. 
Portanto, a partir dos resultados de complexação de DNA, evidencia-se que 
as nanopartículas CHI/ATP apresentam grande potencial para estudos de 
transfecção in vitro e para posteriores aplicações em liberação gênica (gene 
delivery), mais especificamente na área de terapia e vacinação gênica. 
 
 
4.3.3 Transfecção in vitro em células HEK 293A 
 
 
Para investigar a potencial aplicação das nanopartículas CHI/ATP em 
liberação gênica, investigou-se a eficiência de transfecção em células embrionárias 
de rim humano (HEK 293A). As nanopartículas CHI/ATP avaliadas foram as 
previamente selecionadas de RCHI/ATP de 1,0 e 1,7, produzidas em processo 
microfluídico pelo sistema FCAC, e complexadas com 36% de DNAp. 
Os poliplexos constituídos por 144% de DNAp também foram avaliados 
quanto à transfecção celular, como hipótese para avaliar uma possível internalização 
celular distinta à observada para poliplexos catiônicos. Porém, para essa condição 
se mostrou tóxica às células e resultou em uma elevada taxa de morte celular, a qual 
se deve, provavelmente, ao excesso de DNA em sua formulação. Logo, os 
poliplexos DNAp(144%)-CHI/ATP não se mostraram adequados para aplicação em 
ensaios de transfecção celular. 
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Com o objetivo de avaliar os efeitos das diferentes formulações dos poliplexos 
quanto às duas relações mássicas CHI/ATP distintas (RCHI/ATP = 1,0 e 1,7), a 
eficiência de transfecção celular para os complexos foi investigada em 24 e 72h. As 
células HEK 293A foram transfectadas com as duas formulações de poliplexos 
contendo 36% de DNA plasmidial codificante para proteína verde fluorescente (GFP) 
e as medidas de transfecção foram realizadas por citometria de fluxo com base na 
medida de células GFP-positivas. 
A Figura 26 apresenta a eficiência de transfecção quanto à porcentagem de 
células transfectadas (Figura 26A) e a intensidade de transfecção celular (Figura 
26B). Foram empregados como controles negativos: as células livres (“Ctrl”), a 
administração de DNAp livre (“DNA”) e a aplicação de nanopartículas CHI/ATP livres 
(RCHI/ATP = 1,7) (“CHI/ATP”). 
 
Figura 26 – Eficiência de transfecção de poliplexos DNAp-CHI/ATP em células HEK 293A. As células 
foram transfectadas com DNA plasmidial codificador para GFP complexados com nanopartículas 
CHI/ATP (RCHI/ATP = 1,0 e 1,7) com proporções de 36% de DNAp (DNAp/CHI% m/m). A transfecção 
foi avaliada em 24 e 72 h pela técnica de citometria de fluxo e os resultados estão expressos em 
médias ± DP de triplicatas independentes. (*) Representam valores significativamente diferentes 
(p<0,05) quando comparados com os controles. 
 
Pode-se observar pela Figura 26A que os poliplexos formados por 
DNAp(36%)-CHI/ATP apresentaram baixas eficiências de transfecção tanto para 24 
quanto para 72 h. Os resultados obtidos para 24 h mostraram que não houve 
diferença estatística entre os níveis de transfecção dos poliplexos e dos controles. 
Após 72 h, a condição DNAp(36%)-CHI/ATP(RCHI/ATP = 1,7) apresentou um leve 
aumento da transfecção celular, mas apenas a condição de DNAp(36%)-
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CHI/ATP(RCHI/ATP = 1,0) apresentou uma eficiência de transfecção estatisticamente 
diferente dos controles. 
Sipoli et al. (2015b), que estudaram a incorporação de DNAp em 
nanopartículas CHI/TPP produzidas em regime batelada (processo bulk), 
observaram eficiências de transfecção dos poliplexos DNAp(10%)-CHI/TPP de 5% 
após 24 h, atingindo 25% apenas após 120 h de transfecção. Logo, apesar das 
baixas eficiências de transfecção observadas para 72h para os poliplexos DNAp-
CHI/ATP, mostra-se necessário a realização de ensaios futuros para avaliação de 
um maior tempo de transfecção. 
Além disso, Sipoli et al. (2015b) revelaram que o aumento da porcentagem de 
DNAp para 40% na formulação dos poliplexos com nanopartículas CHI/TPP foi 
prejudicial para a eficiência de transfecção, que resultou em apenas 5% de 
transfecção após 120 h, corroborando com os resultados obtidos para os complexos 
DNAp(36%)-CHI/ATP. Os autores relatam que o menor potencial zeta obtido para 
essa formulação pode ser o fator responsável pela menor eficiência de transfecção 
encontrada, quando comparada à formulação com 10% de DNA (SIPOLI et al., 
2015b). Por esta razão, evidencia-se a necessidade de realização de novos ensaios 
empregando uma menor concentração de DNAp na complexação com as 
nanopartículas CHI/ATP para avaliação da transfecção celular.  
De fato, Yue et al., (2011) compararam a internalização de nanopartículas de 
quitosana com diferentes cargas superficiais e demonstraram que nanopartículas de 
quitosana positivamente carregadas são capazes de escapar dos lisossomos, 
acarretando em uma maior taxa de internalização celular. Portanto, era esperado 
que os poliplexos DNAp-CHI/ATP com maior potencial zeta, ou seja, com maior 
densidade de carga superficial positiva, obtivessem uma melhor taxa de 
internalização celular e, provavelmente, uma maior eficiência de transfecção. 
Porém, no caso estudado, apesar desses ensaios preliminares não 
resultarem em eficiências de transfecção muito diferentes entre si, obteve-se uma 
maior eficiência de transfecção para complexos produzidos com nanopartículas de 
RCHI/ATP = 1,0 complexadas com 36% de DNAp, que apresentaram potencial zeta 
próximos de 20 mV, em comparação com os obtidos por RCHI/ATP = 1,7 e 36% de 
DNAp, com aproximadamente 32 mV (Tabela 3). Logo, para melhor avaliar e 
comparar a evolução da eficiência de transfecção para essas duas formulações, 
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torna-se indispensável a realização de ensaios subsequentes investigando maiores 
intervalos de tempo de transfecção celular. 
Quanto à intensidade de transfecção, pode-se observar pela Figura 26B que 
ambas as formulações com 36% de DNAp obtiveram diferença estatística dos 
controles. Porém, ao contrário do que foi visto para a eficiência de transfecção, 
observou-se que o tratamento com DNAp(36%)-CHI/ATP(RCHI/ATP = 1,7) apresentou 
maior intensidade de transfecção quando comparado à condição de RCHI/ATP = 1,0. 
Esse resultado evidencia que, apesar de não existir diferença estatística entre eles, 
as células que foram transfectadas com o plasmídeo codificador para GFP 
produziram mais proteínas com a formulação de DNAp(36%)-CHI/ATP(RCHI/ATP = 
1,7). Logo, apesar de apresentar uma menor quantidade de células transfectadas, a 
expressão gênica foi mais relevante para a formulação com DNAp(36%)-
CHI/ATP(RCHI/ATP = 1,7) quando comparada à condição de RCHI/ATP = 1,0. 
Além do exposto, uma hipótese para melhor compreender a baixa eficiência 
de transfecção observada para os poliplexos formados por nanopartículas CHI/ATP 
pode estar relacionada à possibilidade de competição entre DNA e ATP durante a 
complexação. Como a estrutura da nanopartícula é baseada nas interações 
eletrostáticas entre as cargas positivas da CHI e as cargas negativas do ATP (KANG 
et al., 2012), é possível que a complexação com o DNA negativamente carregado 
favoreça uma competição entre DNA e ATP para realizar interações eletrostáticas 
com o polímero. Consequentemente, é possível que parte do ATP esteja sendo 
liberado para o meio e, portanto, estejam sendo formados complexos CHI-DNA, que 
são caracterizados pela elevada força de ligação, dificultando a entrega de DNA à 
célula e prejudicando a transfecção (RAFTERY; O’BRIEN; CRYAN, 2013). 
Isso também pode justificar a taxa de transfecção levemente maior observada 
para os poliplexos de RCHI/ATP = 1,0 (Figura 26A), quando comparada à nanopartícula 
de RCHI/ATP = 1,7. Sabendo que em condições de menor relação mássica CHI/ATP o 
conteúdo de ATP é superior, limita-se a competição eletrostática com o DNAp, e, 
portanto, parte do ATP remanescente no complexo pode facilitar a liberação gênica 
durante a transfecção, a partir da desestabilização das cargas dos poliplexos 
formados (SIPOLI et al., 2015b). 
Além disso, a concentração de 36% de DNAp empregado neste estudo pode 
estar favorecendo a competição entre CHI e DNA e limitando a transfecção dos 
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poliplexos formados. Portanto, a complexação das nanopartículas com menores 
concentrações de DNAp, como proposto por Sipoli et al. (2015b) de 10% e, ainda, 
de 20% (DNAp/CHI% m/m), se mostra necessária para melhor avaliar a eficiência de 
transfecção in vitro das nanopartículas CHI/ATP estudadas. 
Outra hipótese referente à baixa eficiência de transfecção apresentada pelos 
poliplexos DNAp-CHI/ATP pode estar relacionada à presença de tampão fosfato 
salino (PBS) na solução de complexação para os estudos de transfecção. Giacalone, 
Fattal e Hillaireau (2013), que estudaram a produção de nanopartículas de quitosana 
por reticulação com diferentes moléculas contendo grupo trifosfato em processo 
bulk, compararam a incubação das nanopartículas CHI/ATP em PBS e em meio 
isotônico composto por solução de glicose 5%. A partir da utilização de ATP 
radioativo, os autores observaram que ocorre liberação próxima a 80% do conteúdo 
de ATP da nanopartícula CHI/ATP dentro de 1 h após incubação em PBS, enquanto 
que a solubilização em solução de glicose 5% resultou em uma liberação mais lenta 
(50% após 24 h) (GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 2013). Segundo os autores, 
é possível que a liberação observada possa estar superestimada devido ao estresse 
mecânico envolvido no processo de ultracentrifugação para a realização desta 
análise, porém, esses resultados podem sugerir um mecanismo de liberação de ATP 
através da dissociação da nanopartícula ocasionada por interações competitivas 
com os íons presentes na solução de PBS (GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 
2013). 
O protocolo de transfecção empregado por nosso grupo de pesquisa se 
baseia na diluição prévia das nanopartículas CHI/ATP em PBS e na consecutiva 
complexação com os plasmídeos, para, em seguida, realizar o preparo da linhagem 
celular e a transfecção in vitro. Assim, a transfecção celular é realizada dentro de 1 
hora após a complexação. Em vista disso, ao empregar PBS no preparo dos 
poliplexos DNAp-CHI/ATP, pode-se ter ocasionado a desestruturação da molécula e 
a liberação de ATP anteriormente à transfecção, levando também à formação de 
complexos CHI-DNA, os quais, devido à elevada estabilidade e força de interação, 
podem estar relacionados à baixa eficiência de transfecção observada (Figura 26). 
Porém, como a transfecção celular ocorre em um curto período de tempo (6 horas), 
pode-se investigar o balanço entre a desestruturação e incorporação celular dos 
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poliplexos DNAp-CHI/ATP, realizando, por exemplo, a complexação pouco antes de 
adicionar à linhagem celular, limitando a dissociação da nanopartícula. 
Para tentar verificar a presença de ATP livre para os poliplexos na presença e 
na ausência de PBS, foram realizados ensaios de espectrofotometria. Porém, devido 
à justaposição dos picos das partículas e dos controles em uma mesma faixa de 
comprimento de onda (entre 200 e 300 nm), não foi possível identificar possíveis 
traços de ATP livre em solução. Porém, em ensaios futuros, outras técnicas 
poderiam ser aplicadas para tentar verificar se realmente ocorre a liberação de ATP 
do poliplexo, como por exemplo, espectroscopia de infravermelho com transformada 
de Fourier (FTIR), pois, a partir da geração de bandas em frequências específicas 
para cada grupo funcional (KANDORI; FURUTANI; MURATA, 2015), essa técnica 
provavelmente possibilitaria a identificação de possíveis diferentes composições de 
ATP nos poliplexos DNAp-CHI/ATP.  
Além da potencial aplicação em terapia gênica, nanopartículas CHI/ATP estão 
sendo bastante exploradas, recentemente, para aplicação em sistemas de liberação 
intracelular de ATP, com o objetivo de realizar um tratamento terapêutico de células 
isquêmicas ou de câncer (DU et al., 2010; GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 
2013; GIACALONE et al., 2014; ZHU et al., 2013). Portanto, apesar de não terem 
sido encontrados na literatura até o momento estudos de liberação gênica 
empregando nanopartículas CHI/ATP, a viabilidade de liberação intracelular de ATP 
motiva o desenvolvimento de estudos quanto ao carreamento de ácidos nucleicos 
(DNA) nessas nanopartículas. Ademais, tendo em vista os trabalhos recentes de 
liberação de ATP, pode-se explorar a transfecção in vitro empregando outras 
linhagens celulares para a liberação gênica, como, por exemplo, a linhagem celular 
774 de macrófagos (GIACALONE; FATTAL; HILLAIREAU, 2013).  
Dessa forma, caso a eficiência de transfecção não seja aprimorada, indicando 
que estejam sendo formados complexos CHI-DNA mesmo na ausência de PBS, 
pode-se investigar a utilização de moléculas capazes de desestabilizar a interação 
entre CHI e DNA, facilitando a liberação do material genético na célula. Por exemplo, 
pode-se estudar a formulação de complexos com agentes inibidores de endocitose, 
como clorpromazina e cloroquina (DE JESUS; ZUHORN, 2015; MAO et al., 2001; 
REHMAN; ZUHORN; HOEKSTRA, 2013; VERCAUTEREN et al., 2010). A cloroquina 
é um agente capaz de romper os compartimentos endolisossomais, evitando que a 
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nanopartícula de quitosana seja degradada pelas enzimas lisossomais e 
aprimorando a eficiência de transfecção (TANG et al., 2014; THIBAULT et al., 2011).  
Por fim, além de tentar identificar a presença de ATP livre, novos ensaios de 
transfecção celular devem ser realizados na ausência de PBS e empregando 
poliplexos formulados com menores concentrações de DNA, de forma a 
compreender e aprimorar o protocolo e a eficiência de transfecção das 
nanopartículas CHI/ATP. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 
 
 
Este trabalho visou ao estudo de processos microfluídicos para a produção de 
nanopartículas de quitosana e adenosina trifosfato, tendo em vista sua aplicação em 
terapia gênica. De modo geral, o desenvolvimento do sistema de Focalização com 
Corrente Aquosa Central (FCAC) possibilitou a síntese controlada de nanopartículas 
CHI/ATP em microcanais, no entanto, estudos iniciais de transfecção in vitro 
evidenciaram a necessidade de otimização do protocolo de transfecção celular 
explorado. Os conhecimentos adquiridos neste trabalho, quanto à influência da 
fluidodinâmica e do processo de difusão nas plataformas microfluídicas estudadas, 
permitem uma exploração futura da produção de nanopartículas de quitosana 
empregando outros agentes reticulantes, como o tripolifosfato de sódio (TPP). 
A partir dos resultados apresentados nesta dissertação de Mestrado, foi 
possível concluir de forma mais específica: 
 
 Foi possível realizar a produção de nanopartículas CHI/ATP em sistemas 
microfluídicos, empregando a configuração de processo FCAC e os Dispositivos de 
Focalização Hidrodinâmica no formato T simples e longo (DFHT e DFHTL, 
respectivamente). Ensaios investigando a influência da corrente aquosa
 central evidenciaram que o caminho difusivo desempenhado pelo fluxo central de 
água permitiu o controle sobre a mistura entre CHI e ATP e o estabelecimento de um 
processo contínuo e homogêneo de produção de nanopartículas CHI/ATP.  
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 As condições dinâmicas de mistura desempenharam papel fundamental 
na produção, em processos reprodutíveis, de nanopartículas de quitosana em 
dispositivos microfluídicos. A formação de filmes em sistemas microfluídicos de 
Focalização Simples (FS) de quitosana está provavelmente relacionada ao modo de 
contato entre as correntes de CHI e ATP, levando à reticulação imediata do 
polímero, à rápida neutralização de cargas e ao acúmulo no canal microfluídico. No 
sistema FCAC, o emprego de geometrias microfluídicas com obstáculos em ângulo 
reto (DPC e DPCB) teve um fator expressivo na formação de precipitados nos 
microcanais, evidenciando que um desbalanceamento das concentrações locais das 
moléculas no contato CHI/ATP pode favorecer interações eletrostáticas 
descompensadas, acarretando a precipitação no canal microfluídico. Dessa forma, o 
maior controle da produção de nanopartículas CHI/ATP em processos microfluídicos 
envolveu o sistema FCAC e o emprego de dispositivos baseados em focalização 
hidrodinâmica do formato T simples (DFHT) e T longo (DFHTL), nos quais a mistura 
é influenciada fortemente pela difusão molecular. 
 A produção de nanopartículas foi extensivamente explorada empregando 
o sistema microfluídico FCAC e DFHT. A partir disso, a avaliação da influência da 
concentração de quitosana na formação de nanopartículas CHI/ATP revelou que o 
aumento da concentração total do sistema acarreta a modificação da interação 
CHI/ATP, gerando nanopartículas com maior tamanho e polidispersidade, e menores 
valores de potencial zeta. 
 O estudo das relações mássicas CHI/ATP (RCHI/ATP) forneceu uma visão 
geral da formação de nanopartículas CHI/ATP e possibilitou a seleção das 
nanopartículas com características físico-químicas mais adequadas para ensaios de 
incorporação de DNA plasmidial. 
 A análise morfológica por microscopia eletrônica de transmissão apontou 
a formação de nanopartículas esféricas, confirmando o tamanho médio das 
partículas analisadas pela técnica de espalhamento de luz dinâmico. 
 Foi possível realizar a formação de poliplexos DNAp-CHI/ATP. 
Investigando-se a influência das características iniciais de tamanho, PDI e potencial 
zeta de nanopartículas CHI/ATP nas características finais do poliplexo, observou-se 
que para partículas de maior relação mássica, o maior conteúdo de quitosana 
provavelmente favoreceu a associação CHI-DNA, levando à diminuição do tamanho 
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do complexo, enquanto a maior proporção de ATP nas partículas de menor relação 
mássica pode ter desestabilizado a interação entre CHI-DNA, aumentando o 
tamanho na formação dos poliplexos.  
 Ensaios de incorporação demonstraram que poliplexos formados por 
nanopartículas CHI/ATP apresentaram elevada eficiência de incorporação de DNAp, 
possibilitando seu emprego para ensaios de transfecção in vitro. 
 Ensaios preliminares de transfecção in vitro em células HEK 293A 
apontaram a baixa eficiência de transfecção de poliplexos DNAp-CHI/ATP após 
72 h. Esses resultados podem estar relacionados à possível liberação de ATP da 
nanopartícula, causada eventualmente pela competição com DNA ou com os íons da 
solução de PBS, resultando em poliplexos mais estáveis compostos 
majoritariamente por interações CHI-DNA, que podem prejudicar a transfecção 
celular. 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 
Para dar continuidade às pesquisas futuras envolvendo a produção de 
nanopartículas de quitosana em sistemas microfluídicos, sugere-se: 
 
 Investigar a complexação DNAp-CHI/ATP com menores proporções de 
material genético e, ainda, empregando técnicas capazes de verificar a 
possível ocorrência de liberação de ATP; 
 Conduzir ensaios de transfecção in vitro em células HEK 293A na 
ausência de PBS e na presença de agentes inibidores de endocitose, como a 
cloroquina, assim como em outras linhagens celulares; 
 Avaliar a citotoxicidade das nanopartículas CHI/ATP através do método 
de MTT; 
 Avaliar a produção de nanopartículas CHI/ATP para a geometria 
microfluídica DFHTL para diferentes RCHI/ATP, de forma a investigar o possível 
aperfeiçoamento das características físico-químicas das nanopartículas 
CHI/ATP; 
 Investigar as condições dinâmicas de mistura envolvidas na produção 
de nanopartículas CHI/ATP em dispositivos baseados em focalização 
hidrodinâmica no formato Y, avaliando a variação do ângulo de contato entre 
as correntes e comparando com a geometria DFHT; 
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 Desenvolver dispositivos com focalizações hidrodinâmicas múltiplas e 
estudar a complexação simultânea de nanopartículas CHI/ATP recém-
produzidas com DNAp, em um mesmo dispositivo microfluídico; 
 Investigar a produção de nanopartículas de quitosana empregando o 
agente reticulante TPP em processo microfluídico, realizando uma 
comparação com a produção de nanopartículas CHI/ATP. 
 
 
 
 108 
 
REFERÊNCIAS 
 
AGARWAL, S. et al. Versatality of Chitosan: A Short Review. Journal of Pharma 
Research, v. 4, n. 3, p. 125–134, 2015.  
AGNIHOTRI, S. A; MALLIKARJUNA, N. N.; AMINABHAVI, T. M. Recent advances 
on chitosan-based micro- and nanoparticles in drug delivery. Journal of 
Controlled Release, v. 100, n. 1, p. 5–28, 5 nov. 2004.  
ALAM, A.; AFZAL, A.; KIM, K.-Y. Mixing performance of a planar micromixer with 
circular obstructions in a curved microchannel. Chemical Engineering 
Research and Design, v. 92, n. 3, p. 423–434, mar. 2014.  
ALAM, A.; KIM, K.-Y. Analysis of mixing in a curved microchannel with rectangular 
grooves. Chemical Engineering Journal, v. 181-182, p. 708–716, fev. 2012.  
AMIDI, M. et al. Chitosan-based delivery systems for protein therapeutics and 
antigens. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 62, n. 1, p. 59–82, 31 jan. 2010.  
ANITHA, A. et al. Chitin and chitosan in selected biomedical applications. Progress 
in Polymer Science, p. 1–24, mar. 2014.  
ATENCIA, J.; BEEBE, D. J. Controlled microfluidic interfaces. Nature, v. 437, n. 
7059, p. 648–655, 2005.  
BABU, A. et al. Nanodrug delivery systems: a promising technology for detection, 
diagnosis, and treatment of cancer. American Association of Pharmaceutical 
Scientists, v. 15, n. 3, p. 709–21, jun. 2014.  
BALBINO, T. A. et al. Correlation of the physicochemical and structural properties of 
pDNA/cationic liposome complexes with their in vitro transfection. Langmuir, v. 
28, n. 31, p. 11535–11545, 2012.  
BALBINO, T. A. et al. Continuous flow production of cationic liposomes at high lipid 
concentration in microfluidic devices for gene delivery applications. Chemical 
Engineering Journal, v. 226, p. 423–433, jun. 2013.  
BALBINO, T. A.; AZZONI, A. R.; DE LA TORRE, L. G. Microfluidic devices for 
continuous production of pDNA/cationic liposome complexes for gene delivery 
and vaccine therapy. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 111, p. 203–
10, 1 nov. 2013.  
BEEBE, D. J.; MENSING, G. A; WALKER, G. M. Physics and applications of 
microfluidics in biology. Annual review of biomedical engineering, v. 4, p. 
261–86, jan. 2002.  
BJÖRNMALM, M.; YAN, Y.; CARUSO, F. Engineering and evaluating drug delivery 
particles in microfluidic devices. Journal of Controlled Release, v. 190, p. 139–
49, 28 set. 2014.  
BOTHE, D.; STEMICH, C.; WARNECKE, H.-J. Fluid mixing in a T-shaped micro-
mixer. Chemical Engineering Science, v. 61, n. 9, p. 2950–2958, maio 2006.  
BUGNICOURT, L.; ALCOUFFE, P.; LADAVIÈRE, C. Elaboration of chitosan 
nanoparticles: Favorable impact of a mild thermal treatment to obtain finely 
divided, spherical, and colloidally stable objects. Colloids and Surfaces A: 
 109 
 
Physicochemical and Engineering Aspects, v. 457, p. 476–486, set. 2014.  
BULMER, C.; MARGARITIS, A.; XENOCOSTAS, A. Production and characterization 
of novel chitosan nanoparticles for controlled release of rHu-Erythropoietin. 
Biochemical Engineering Journal, v. 68, p. 61–69, out. 2012.  
CAPRETTO, L. et al. Micromixing Within Microfluidic Devices. Topics in Current 
Chemistry, n. April, p. 27–68, 2011.  
CARRILLO, C. et al. Chitosan nanoparticles as non-viral gene delivery systems: 
Determination of loading efficiency. Biomedicine & pharmacotherapy, v. 68, n. 
6, p. 775–83, jul. 2014.  
CHUNG, Y. C. et al. Effect of abiotic factors on the antibacterial activity of chitosan 
against waterborne pathogens. Bioresource Technology, v. 88, n. 3, p. 179–
184, 2003.  
COELHO, S. C. et al. Structural characterization of functionalized gold nanoparticles 
for drug delivery in cancer therapy: a NMR based approach. Phys. Chem. 
Chem. Phys., 2015.  
CSABA, N.; KÖPING-HÖGGÅRD, M.; ALONSO, M. J. Ionically crosslinked 
chitosan/tripolyphosphate nanoparticles for oligonucleotide and plasmid DNA 
delivery. International Journal of Pharmaceutics, v. 382, n. 1-2, p. 205–214, 
2009.  
DASH, M. et al. Chitosan—A versatile semi-synthetic polymer in biomedical 
applications. Progress in Polymer Science, v. 36, n. 8, p. 981–1014, ago. 2011.  
DASHTIMOGHADAM, E. et al. Microfluidic self-assembly of polymeric nanoparticles 
with tunable compactness for controlled drug delivery. Polymer, v. 54, n. 18, p. 
4972–4979, ago. 2013.  
DE JESUS, M. B.; ZUHORN, I. S. Solid lipid nanoparticles as nucleic acid delivery 
system: Properties and molecular mechanisms. Journal of Controlled Release, 
v. 201, p. 1–13, 2015.  
DE LA FUENTE, M.; SEIJO, B.; ALONSO, M. J. Design of novel polysaccharidic 
nanostructures for gene delivery. Nanotechnology, v. 19, n. 7, p. 075105, 2008.  
DE LA TORRE, L. G. et al. Trends on Microfluidic Liposome Production through 
Hydrodynamic Flow-focusing and Microdroplet Techniques for Gene Delivery 
Applications. In: Advances in Liposomes Research. New York: Nova Science 
Publishers, 2014. p. 63–96.  
DU, Y. Z. et al. Sustained release of ATP encapsulated in chitosan oligosaccharide 
nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, v. 392, n. 1-2, p. 164–
169, 2010.  
EGELHAAF, S. U. et al. Determination of the size distribution of lecithin liposomes : a 
comparative study using freeze fracture, cryoelectron microscopy and dynamic 
light scattering. Journal of Microscopy, v. 184, n. 3, p. 214–228, 1996.  
ELTZSCHIG, H. K.; SITKOVSKY, M. V; ROBSON, S. C. Purinergic signaling during 
inflammation. The New England journal of medicine, v. 367, n. 24, p. 2322–33, 
2012.  
 110 
 
EVANS, D. F.; WENNERSTRÖM, H. The Colloidal Domain: Where physics, 
chemistry, biology and technology meet. 2nd. ed. [s.l.] WILEY-VCH, 1999.  
FAN, W. et al. Formation mechanism of monodisperse, low molecular weight 
chitosan nanoparticles by ionic gelation technique. Colloids and Surfaces B: 
Biointerfaces, v. 90, p. 21–7, 1 fev. 2012.  
GAN, Q. et al. Modulation of surface charge, particle size and morphological 
properties of chitosan-TPP nanoparticles intended for gene delivery. Colloids 
and Surfaces B: Biointerfaces, v. 44, n. 2-3, p. 65–73, ago. 2005.  
GIACALONE, G. et al. Stabilization and cellular delivery of chitosan-polyphosphate 
nanoparticles by incorporation of iron. Journal of Controlled Release, v. 194C, 
p. 211–219, 1 set. 2014.  
GIACALONE, G.; FATTAL, E.; HILLAIREAU, H. Drug-Induced Nanocarrier Assembly 
as a Strategy for the Cellular Delivery of Nucleotides and Nucleotide Analogues. 
Biomacromolecules, v. 14, p. 737–742, 2013.  
GRIGSBY, C. L. et al. Microfluidic Preparation of Polymer-Nucleic Acid 
Nanocomplexes Improves Nonviral Gene Transfer. Scientific Reports, v. 3, p. 
1–7, 2013.  
GUANG LIU, W.; DE YAO, K. Chitosan and its derivatives - A promising non-viral 
vector for gene transfection. Journal of Controlled Release, v. 83, n. 1, p. 1–11, 
2002.  
HAM-PICHAVANT, F. et al. Fat resistance properties of chitosan-based paper 
packaging for food applications. Carbohydrate Polymers, v. 61, n. 3, p. 259–
265, 2005.  
HOSSAIN, S.; ANSARI, M. A.; KIM, K. Y. Evaluation of the mixing performance of 
three passive micromixers. Chemical Engineering Journal, v. 150, n. 2-3, p. 
492–501, 2009.  
HUANG, M. et al. Transfection efficiency of chitosan vectors: effect of polymer 
molecular weight and degree of deacetylation. Journal of Controlled Release, 
v. 106, n. 3, p. 391–406, 2 set. 2005.  
HUNTER, R. J. Introduction to Modern Colloid Science. [s.l.] Oxford University 
Press, 1993.  
ILIESCU, C. et al. On-Chip Controlled Surfactant–DNA Coil–Globule Transition by 
Rapid Solvent Exchange Using Hydrodynamic Flow Focusing. Langmuir, v. 30, 
n. 44, p. 13125–13136, 2014.  
JAHN, A. et al. Microfluidic mixing and the formation of nanoscale lipid vesicles. ACS 
Nano, v. 4, n. 4, p. 2077–2087, 2010.  
JAIN, N. K.; JAIN, S. K. Development and in vitro characterization of galactosylated 
low molecular weight chitosan nanoparticles bearing doxorubicin. American 
Association of Pharmaceutical Scientists, v. 11, n. 2, p. 686–97, jun. 2010.  
JEONG, J. H.; KIM, S. W.; PARK, T. G. Molecular design of functional polymers for 
gene therapy. Progress in Polymer Science, v. 32, n. 11, p. 1239–1274, nov. 
2007.  
 111 
 
JIANG, Y. et al. Applications of micro/nanoparticles in microfluidic sensors: a review. 
Sensors (Basel, Switzerland), v. 14, n. 4, p. 6952–64, jan. 2014.  
JONES, N. A. et al. Polymer chemical structure is a key determinant of 
physicochemical and colloidal properties of polymer-DNA complexes for gene 
delivery. Biochimica et Biophysica Acta - Gene Structure and Expression, v. 
1517, n. 1, p. 1–18, 2000.  
KALOTI, M.; BOHIDAR, H. B. Kinetics of coacervation transition versus nanoparticle 
formation in chitosan-sodium tripolyphosphate solutions. Colloids and Surfaces 
B: Biointerfaces, v. 81, n. 1, p. 165–73, 1 nov. 2010.  
KANDORI, H.; FURUTANI, Y.; MURATA, T. Infrared spectroscopic studies on the V-
ATPase. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1847, n. 1, p. 134–141, 2015.  
KANG, Y. et al. Enzyme-Responsive Polymeric Supra-Amphiphiles Formed by the 
Complexation of Chitosan and ATP. Langmuir, v. 28, p. 14562–14566, 2012.  
KHAN, I. U. et al. Microfluidics: a focus on improved cancer targeted drug delivery 
systems. Journal of Controlled Release, v. 172, n. 3, p. 1065–74, 28 dez. 
2013.  
KÖPING-HÖGGÅRD, M. et al. Improved chitosan-mediated gene delivery based on 
easily dissociated chitosan polyplexes of highly defined chitosan oligomers. 
Gene therapy, v. 11, p. 1441–1452, 2004.  
KRISHNA, K. S. et al. Lab-on-a-chip synthesis of inorganic nanomaterials and 
quantum dots for biomedical applications. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 
65, n. 11-12, p. 1470–95, nov. 2013.  
LEE, C.-Y. et al. Microfluidic mixing: a review. International journal of molecular 
sciences, v. 12, n. 5, p. 3263–87, jan. 2011.  
LEE, S. G. et al. The effect of adenosine 5’-triphosphate on calcium mobilization and 
cell proliferation in cervical cancer cells. European journal of obstetrics, 
gynecology, and reproductive biology, v. 127, n. 1, p. 110–114, 2006.  
LI, H. et al. PEGylated ceria nanoparticles used for radioprotection on Human liver 
cells under γ-ray irradiation. Free Radical Biology and Medicine, 2015.  
LU, M. et al. Three-dimensional hydrodynamic focusing method for polyplex 
synthesis. ACS Nano, v. 8, n. 1, p. 332–339, 2014.  
LUO, G. et al. Controllable preparation of particles with microfluidics. Particuology, 
v. 9, n. 6, p. 545–558, dez. 2011.  
LUO, Y.; WANG, Q. Recent development of chitosan-based polyelectrolyte 
complexes with natural polysaccharides for drug delivery. International journal 
of biological macromolecules, v. 64, p. 353–67, mar. 2014.  
MACLAUGHLIN, F. C. et al. Chitosan and depolymerized chitosan oligomers as 
condensing carriers for in vivo plasmid delivery. Journal of Controlled Release, 
v. 56, n. 1-3, p. 259–272, 1998.  
MAJEDI, F. S. et al. Microfluidic synthesis of chitosan-based nanoparticles for fuel 
cell applications. Chemical communications (Cambridge, England), v. 48, n. 
62, p. 7744–6, 11 ago. 2012.  
 112 
 
MAJEDI, F. S. et al. Microfluidic assisted self-assembly of chitosan based 
nanoparticles as drug delivery agents. Lab Chip, v. 13, n. 2, p. 204–7, 21 jan. 
2013.  
MALHOTRA, M. et al. A novel method for synthesizing PEGylated chitosan 
nanoparticles: strategy, preparation, and in vitro analysis. International journal 
of nanomedicine, v. 6, p. 485–494, 2011.  
MANSOURI, S. et al. Chitosan-DNA nanoparticles as non-viral vectors in gene 
therapy: Strategies to improve transfection efficacy. European Journal of 
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 57, n. 1, p. 1–8, jan. 2004.  
MAO, H. Q. et al. Chitosan-DNA nanoparticles as gene carriers: Synthesis, 
characterization and transfection efficiency. Journal of Controlled Release, v. 
70, n. 3, p. 399–421, 2001.  
MAO, S.; SUN, W.; KISSEL, T. Chitosan-based formulations for delivery of DNA and 
siRNA. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 62, n. 1, p. 12–27, 2010.  
MELLO, P. D. A. et al. Adenosine Uptake is the Major Effector of Extracellular ATP 
Toxicity in Human Cervical Cancer Cells. Molecular biology of the cell, v. 25, p. 
1–27, 2014.  
MENGEAUD, V.; JOSSERAND, J.; GIRAULT, H. H. Mixing Processes in a Zigzag 
Microchannel : Finite Element Simulations and Optical Study Mixing Processes in 
a Zigzag Microchannel : Finite Element Simulations and Optical Study. 
Analytical Chemistry, v. 74, n. 16, p. 4279–4286, 2002.  
NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger Princípios de Bioquímica. 3. ed. ed. São 
Paulo: [s.n.].  
NGUYEN, N.-T.; WU, Z. Micromixers—a review. Journal of Micromechanics and 
Microengineering, v. 15, n. 2, p. R1–R16, 1 fev. 2005.  
NORTHCOTT, K. A. et al. Dewatering behaviour of water treatment sludges 
associated with contaminated site remediation in Antarctica. Chemical 
Engineering Science, v. 60, n. 24, p. 6835–6843, 2005.  
ORSI, G. et al. Water–ethanol mixing in T-shaped microdevices. Chemical 
Engineering Science, v. 95, p. 174–183, maio 2013.  
PECORA, R. Dynamic light scattering measurement of nanometer particles in liquids. 
Journal of Nanoparticle Research, v. 2, p. 123–131, 2000.  
PILLAI, C. K. S.; PAUL, W.; SHARMA, C. P. Chitin and chitosan polymers: 
Chemistry, solubility and fiber formation. Progress in Polymer Science 
(Oxford), v. 34, n. 7, p. 641–678, 2009.  
RADAIC, A.; PAULA, E. DE; JESUS, M. B. DE. Factorial Design and Development of 
Solid Lipid. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, v. 14, n. xx, p. 1–8, 
2014.  
RAFTERY, R.; O’BRIEN, F. J.; CRYAN, S.-A. Chitosan for gene delivery and 
orthopedic tissue engineering applications. Molecules (Basel, Switzerland), v. 
18, n. 5, p. 5611–47, jan. 2013.  
RAGELLE, H. et al. Chitosan nanoparticles for siRNA delivery: optimizing formulation 
 113 
 
to increase stability and efficiency. Journal of Controlled Release, v. 176, p. 
54–63, 28 fev. 2014.  
REHMAN, Z. U.; ZUHORN, I. S.; HOEKSTRA, D. How cationic lipids transfer nucleic 
acids into cells and across cellular membranes: Recent advances. Journal of 
Controlled Release, v. 166, n. 1, p. 46–56, 2013.  
REN, K.; CHEN, Y.; WU, H. New materials for microfluidics in biology. Current 
opinion in biotechnology, v. 25, p. 78–85, fev. 2014.  
RINAUDO, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in 
Polymer Science, v. 31, n. 7, p. 603–632, 2006.  
ROPERT, C. Liposomes as a gene delivery system. Brazilian Journal of Medical 
and Biological Research, v. 32, n. 2, p. 163–169, 1999.  
SACKMANN, E. K.; FULTON, A. L.; BEEBE, D. J. The present and future role of 
microfluidics in biomedical research. Nature, v. 507, n. 7491, p. 181–9, 13 mar. 
2014.  
SEELAND, S. et al. ATP-induced cellular stress and mitochondrial toxicity in cells 
expressing purinergic P2X7 receptor. Pharmacology Research & 
Perspectives, v. 3, n. 2, p. n/a–n/a, 2015.  
SHUKLA, S. K. et al. Chitosan-based nanomaterials: a state-of-the-art review. 
International journal of biological macromolecules, v. 59, p. 46–58, ago. 
2013.  
SIPOLI, C. C. et al. Scalable production of highly concentrated chitosan / TPP 
nanoparticles in different pHs and evaluation of the in vitro transfection efficiency. 
Biochemical Engineering Journal, v. 94, p. 65–73, 2015a.  
SIPOLI, C. C. et al. Chitosan nanoparticles produced with the gradual temperature 
decrease technique for sustained gene delivery. Biochemical Engineering 
Journal, v. 103, p. 114–121, 2015b.  
SONG, Y.; HORMES, J.; KUMAR, C. S. S. R. Microfluidic synthesis of 
nanomaterials. Small, v. 4, n. 6, p. 698–711, jun. 2008.  
SPAIN, S. G. et al. Nanoparticles for Nucleic Acid Delivery. Comprehensive 
Biomaterials, v. 4, p. 389–410, 2011.  
SQUIRES, T. M.; QUAKE, S. R. Microfluidics: Fluid physics at the nanoliter scale. 
Reviews of Modern Physics, v. 77, n. 3, p. 977–1026, 2005.  
STROOCK, A. D. et al. Chaotic mixer for microchannels. Science, v. 295, n. 5555, p. 
647–51, 2002.  
TANG, S. et al. Design and formulation of trimethylated chitosan-graft-poly(ε- 
caprolactone) nanoparticles used for gene delivery. Carbohydrate Polymers, v. 
101, n. 1, p. 104–112, 2014.  
TEH, S.-Y. et al. Droplet microfluidics. Lab Chip, v. 8, n. 2, p. 198–220, fev. 2008.  
THIBAULT, M. et al. Excess polycation mediates efficient chitosan-based gene 
transfer by promoting lysosomal release of the polyplexes. Biomaterials, v. 32, 
n. 20, p. 4639–4646, 2011.  
 114 
 
VERCAUTEREN, D. et al. The use of inhibitors to study endocytic pathways of gene 
carriers: optimization and pitfalls. Molecular therapy : the journal of the 
American Society of Gene Therapy, v. 18, n. 3, p. 561–9, 2010.  
WANG, C. et al. An enzyme-responsive polymeric superamphiphile. Angewandte 
Chemie - International Edition, v. 49, n. 46, p. 8612–8615, 2010.  
WEIBEL, D. B.; WHITESIDES, G. M. Applications of microfluidics in chemical 
biology. Current opinion in chemical biology, v. 10, p. 584–591, 2006.  
WHITESIDES, G. M. The origins and the future of microfluidics. Nature, v. 442, n. 
7101, p. 368–373, 27 jul. 2006.  
WI, R. et al. Formation of liposome by microfluidic flow focusing and its application in 
gene delivery. Korea Australia Rheology Journal, v. 24, n. 2, p. 129–135, 
2012.  
YANG, C.-H. et al. Using a cross-flow microfluidic chip and external crosslinking 
reaction for monodisperse TPP-chitosan microparticles. Sensors and Actuators 
B: Chemical, v. 124, n. 2, p. 510–516, 26 jun. 2007.  
YANG, C.-H. et al. Microfluidic-assisted synthesis of hemispherical and discoidal 
chitosan microparticles at an oil/water interface. Electrophoresis, v. 33, n. 21, p. 
3173–80, nov. 2012.  
YANG, X. et al. Low molecular weight chitosan in DNA vaccine delivery via mucosa. 
International Journal of Pharmaceutics, v. 375, n. 1-2, p. 123–132, 2009.  
YANG, Y. et al. Advances in self-assembled chitosan nanomaterials for drug delivery. 
Biotechnology Advances, v. 32, n. 7, p. 1301–1316, 2014.  
YEH, C.-H.; LIN, P.-W.; LIN, Y.-C. Chitosan microfiber fabrication using a microfluidic 
chip and its application to cell cultures. Microfluidics and Nanofluidics, v. 8, n. 
1, p. 115–121, 2009.  
YI, H. et al. Biofabrication with chitosan. Biomacromolecules, v. 6, n. 6, p. 2881–94, 
2005.  
YUE, Z. G. et al. Surface charge affects cellular uptake and intracellular trafficking of 
chitosan-based nanoparticles. Biomacromolecules, v. 12, n. 7, p. 2440–2446, 
2011.  
ZENG, S. et al. Basic Technologies for Droplet Microfluidic. In: LIN, B. (Ed.). . 
Microfluidics: Technologies and Applications. [s.l.] Springer Berlin 
Heidelberg, 2011. v. 304p. 69–90.  
ZHANG, T. et al. Synthesis and properties of a novel methoxy poly(ethylene glycol)-
modified galactosylated chitosan derivative. Journal of materials science: 
Materials in medicine, v. 20, n. 3, p. 673–80, mar. 2009.  
ZHAO, C.-X. et al. Nanoparticle synthesis in microreactors. Chemical Engineering 
Science, v. 66, n. 7, p. 1463–1479, abr. 2011.  
ZHU, X. L. et al. Galactosylated chitosan oligosaccharide nanoparticles for 
hepatocellular carcinoma cell-targeted delivery of adenosine triphosphate. 
International journal of molecular sciences, v. 14, n. 8, p. 15755–66, jan. 
2013.  
 115 
 
ZINELLU, A. et al. Intracellular adenosine 5′-triphosphate, adenosine 5′-diphosphate, 
adenosine 5′-monophosphate detection by short-end injection capillary 
electrophoresis using methylcellulose as the effective electroosmostic flow 
suppressor. Electrophoresis, v. 29, n. 14, p. 3069–3073, 2008.  
ZINELLU, A. et al. Ultra-fast adenosine 5′-triphosphate, adenosine 5′-diphosphate 
and adenosine 5′-monophosphate detection by pressure-assisted capillary 
electrophoresis UV detection. Electrophoresis, v. 31, n. 16, p. 2854–2857, 
2010.  
 
  
 116 
 
ANEXOS 
 
Anexo 1: Estudo da influência da velocidade de escoamento do sistema. 
 
Essa análise teve como objetivo avaliar a variação da velocidade de 
escoamento do sistema nas características físico-químicas das nanopartículas 
CHI/ATP formadas. 
Tendo em vista os resultados obtidos para a variação da razão entre taxas de 
fluxo (FRR) do sistema (seção 4.1.2.1), as condições de FRR de 1,3 e 2,0 não 
apresentaram diferenças estatísticas na produção de nanopartículas CHI/ATP de 
RCHI/ATP = 0,5 em sistema FCAC empregando DFHT. Dessa forma, avaliou-se a 
influência da velocidade de escoamento do sistema empregando a FRR de 2,0, para 
a mesma concentração final de quitosana após processamento de CfCHI = 0,14 
mg/mL. 
Para calcular a velocidade de escoamento do sistema, levou-se em 
consideração que a vazão volumétrica total do sistema pode ser dada por (ILIESCU 
et al., 2014): 
                                        (Equação 3) 
onde QT é a vazão volumétrica do sistema, vo é a velocidade de escoamento, e wo e 
h são, respectivamente, a largura e altura do canal microfluídico. 
Logo, sabendo que a largura do canal (wo) é 140 µm (ou 0,14 mm) e a altura 
do canal (h) é de aproximadamente 50 µm (ou 0,05 mm), a condição de QT = 90 
µL/min (ou 1,5 mm³/s) apresenta uma velocidade de escoamento de 
aproximadamente vo = 214 mm/s. 
A partir disso, verificou-se a influência da diminuição da velocidade de 
escoamento do sistema para vazões volumétricas (QT) entre 90 e 10 µL/min, análise 
apresentada na Figura 27. 
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Figura 27 – Influência da velocidade de escoamento do sistema sobre o diâmetro (▲), PDI (□) e 
potencial zeta (○) das nanopartículas CHI/ATP de RCHI/ATP = 0,5 formadas em processo FCAC (FRR = 
2,0 e CfCHI = 0,139 mg/mL). (*) Representam valores significativamente diferentes (p<0,05) quando 
comparados à condição de maior velocidade de escoamento (214 mm/s). Barras de erro 
correspondem ao desvio padrão de duplicatas independentes. 
 
Como pode ser observado pela Figura 27, a velocidade de escoamento do 
sistema demonstrou ter pequena influência sobre o tamanho e PDI das 
nanopartículas formadas para RCHI/ATP = 0,5. Isso sugere também que o tempo de 
residência no microcanal foi suficiente para a formação de nanopartículas até para a 
condição de maior vo. Para as condições exploradas de velocidade de escoamento, 
o tempo de residência no DFHT variaram entre 0,2 e 1,4 s para a máxima e mínima 
velocidade de escoamento estudada, respectivamente. 
Exceto para a condição de menor velocidade superficial (vo = 24 mm/s), 
correspondente a uma vazão volumétrica total do sistema de QT = 10 µL/min, para a 
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qual ocorreu diferença significativa quanto ao PDI das nanopartículas produzidas. 
Isso se deve, provavelmente, pela ocorrência de acúmulo no sistema, na forma de 
pequenos agregados no canal microfluídico, resultando nas diferenças quanto ao 
PDI das nanopartículas formadas nessa condição. 
Para compreender os fenômenos de transporte envolvidos nesses sistemas, 
pode-se avaliar o número de Peclet, que relaciona as forças convectivas e difusivas 
sobre o escoamento e pode ser definido como (ATENCIA; BEEBE, 2005) 
                                         (Equação 4) 
onde vo é a velocidade média de escoamento, H é a dimensão perpendicular ao 
fluxo da seção transversal do microcanal (como, por exemplo, a largura do 
microcanal wo) e D é o coeficiente de difusão molecular da partícula de interesse. 
As forças convectivas de transferência de massa para o sistema estudado 
estão relacionadas com a velocidade de escoamento, e, portanto, no sentido axial 
ao fluxo, enquanto as forças difusivas prevalecem no sentido transversal ao 
escoamento. 
A partir disso, pode-se verificar que ao diminuir a velocidade de escoamento 
do sistema, reduz-se a contribuição convectiva sobre a transferência de massa, 
ampliando os efeitos de difusão molecular. Como visto anteriormente (seção 4.1), a 
determinação de um equilíbrio entre as contribuições difusivas e convectivas é um 
fator fundamental para evitar a precipitação de CHI/ATP no sistema microfluídico. 
Logo, a diminuição da velocidade de escoamento para vo = 24 mm/s (QT = 10 
µL/min) promoveu um aprimoramento da contribuição difusiva sobre a convectiva do 
sistema e resultou na precipitação, ainda que pouco significativa, no sistema 
microfluídico. 
De forma geral, pode-se concluir que, na faixa estudada, a velocidade de 
escoamento não apresentou influência significativa sobre a formação das 
nanopartículas CHI/ATP em processo microfluídico empregando FCAC e DFHT. 
